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А review article is devoted to the general analysis of trends and tendencies prevailing in the development of systems biology as а new 
area of biological research. It has been shown that systems biology emerged from accumulated knowledge about human genome and 
living matter. It uses as methodology systems approach which allows to follow simultaneously multiple components of complicated 
hierarchy in living system due to the opportunities of high throughput technologies in monitoring of vital biomolecules. 


Ключові слова: systems biology, humane genome, high throughput technology, metabolome, transcriptome, regulome. 


INTRODUCTION 


System biology is a new emerging and challenging 
area of biological research which unites in itself a 
comprehensive knowledge accumulated by other sciences, 
in particular molecular biology, mathematics, 
computational science, physiology and so forth, and aims 
in system — level understanding of metabolic pathways 
that take place in living organism through complex 
relationships and interplay between genes, protein and 
metabolites. 

As late as in 1948 Norbert Weiner in his book 
“Cybernetics, on Control and communication in the 
Animal and the Machine” pointed out the importance of 
system approach and system level understanding [1]. 
Later on a pleiad of prominent scholars such as W. Ashby 
[2], L. Bertallanffy [3] endeavored to apply system theory 
to biology and to unravel general biological laws 
governing the existence of living matter. In view of this, a 
living organism was considered as an opened physical 
system which consistently acquires, transfers and utilizes 
external energy from the environmental stocks in order to 
ensure the realization of physiological control through 
processing information. However these early attempts 
faced serious challenges and gradually disappeared from 
research agendas. The limitations of classical systems 
biology were thoroughly discussed by R. Rosen who in 
addition outlined an alternative way for further 
incarnation of system theory principles and system level 
understanding in regard to living organisms [4]. 


Implementation of Human Genome Project was 
crucial for making a new step in biology towards systems 
understanding because the scientists received at their 
disposal a real possibility to follow simultaneously the 
activities of all genes in genome, to perturb them and 
analyze transcriptome and proteome on a new induced 
level of steady state. These tremendous opportunities in 
biological research have been highly supported by the 
advent of high throughput technologies in DNA 
sequencing, microarray, protein mass-spectrometry and 
metabolic analysis. Thus, from 1985 until 2000 a 2000- 
fold increase in throughput of DNA sequencing was 
observed. For example, 96-capillary sequencer can 
produce approximately 500,000 base pairs of raw DNA 
sequences per day. Currently it is possible to identify 16- 
20 residues in 500000 different sequences 
simultaneously. Microarray allows visualizing gene 
activities of up to 40,000-50,000 genes on one glass slide. 
Mass-spectrometry can identify and quantify with 
appropriate software thousands of proteins per day. In 
addition, multiple screening of different parameters of 
organism metabolic activity through detecting 
microquantities of low molecular weight metabolites in 
blood, urine, saliva also has become possible with high 
efficiency and throughput [5]. 

Thereby, the development of different sciences such as 
mathematics, physics, chemistry, molecular biology, 
genetics, computational science along with emerging of 
high throughput technologies have prepared the grounds 
for the advent of systems biology at the end of the second 
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and the beginning of third millennium of our era in 
biological research. 

The systems biology concept — What is systems 
biology? 

Biological investigations and theory in 17-19 centuries 
were based on mechanistic principles and reductionism. In 
a view of this, every organism was considered as a 
complex machine which could be analyzed by 
disassembling and examining its manageable pieces. 
Therefore a whole organism behavior was supposed to be 
easily deduced through reassembling pieces. Mechanistic 
biology was greatly influenced by successes in physics 
reached in mathematical description of planetary 
movement and gravity law. As well as in engineering that 
showed up in construction of clockwork and vapor 
engine. 

However mechanistic reductionist approach denied the 
essential specialty of orchestration in living systems. 
Moreover these principles were ineffective in shedding 
light on great robustness and genetico-physiological 
individuality of each living organism. In this connection, 
all further development of biological research which 
embodied in uncovering of heredity laws and DNA 
structure doomed step by step evolution of biology 
towards holism. Noteworthy, a holistic viewpoint was 
worded up as early as in ancient time by Greek 
philosopher Aristotle who regarded the whole system as 
something more complicated than simple sum of its parts 
[6]. 

The ongoing physiological research showed great 
individual variations not only among species but also 
within species. Thus, organ weights and cell dimensions 
varied. Yet, each organism possessed its own level of 
hormones, fatty acids, neurotransmitters, prostaglandins 
and other active metabolites. All these organism relevant 
phenotypic differences were named as a norm of reaction, 
thereby highlighting the phenotypic individuality of a 
specific organism. The latter was considered as a complex 
interplay between genotype and environment [7]. 

Physiology unclosed feedback control mechanisms 
which are executed through neurohumoral reactions. 
Thus, food ingestion is accompanied by irritation of 
different receptors sensitive to flavor, odor and food 
appearance. The receptors transmit signals to brain and 
endocrine organs thereby stimulating the production of 
digestive enzymes. When food digestion is over then 
catabolites enter in blood circulation and induce down- 
regulation of target organs to stop the process of food 
digestion. 

The research in biochemistry showed the feedback 
control in enzyme networks that was stipulated by the 
existence of allosteric enzymes having regulatory sites in 
their tertiary structure. In microbiology the genetic 
analysis of lac-operon in bacteria revealed up- and down- 
regulation of gene activities through special DNA 
interacting substances of peptide or ribonucleic nature [8]. 

The works in non-equilibrium thermodynamics 
concerning chaos, negentropy and opened living systems 
proved the existence of coupled processes and their 


permanent dynamic interplay. Thus, catabolism is linked 
to anabolism, respiration along with oxidation to ATP- 
generation through chemiosmotic coupling and proton 
pump in mitochondria. 

Studies of oscillations in yeast glycolysis promoted the 
elucidation of individual peculiarities between cells 
similar to the reaction norm incident to multicellular 
human or animal organisms. 

It is necessary to emphasize a great contribution of 
molecular biology to systems biology concept (table 1). 
Deciphering of genetic code, creation of recombinant 
technologies and DNA automated sequencing eventually 
embodied in determination of genome of Haemophilus 
influenzae as a first sequenced organism in 1995. By 2001 
human genome project was accomplished which provided 
information about a whole set of genes forming human 
genome. This achievement made possible to connect 
different metabolic pathways with gene networks and 
implement large-scale analysis of gene encoding 
processes [9]. 

А series of breakthroughs in molecular biology, 
techniques, namely polymerase chain reaction (PCR), 
DNA-DNA hybridization and reverse transcription, 
allowed for usage of automatization in biology, thereby 
microarray and pyrosequencing were invented. Besides, 
the elaborated two yeast hybrid system and 
immunoprecipitation (Chlp) provided an important 
information concerning interactions between similar or 
different molecules, notably protein-protein, protein- 
DNA, protein-RNA, in great abundance [5]. 

The efficiency and throughput of microarray allows to 
follow the whole genome activity on one plate 
simultaneously. Thereby, the analysis of functional 
genome in dynamics has become a reality. Development 
of high throughput techniques in functional genomics 
stipulated the continuous generation of information 
concerning genome, transcriptome, proteome and 
metabolome at large scale in routine. The received data 
are arranged in databases so that everybody is in position 
to find whatever information is needed in regard to the 
structure, activity and function of different genes, RNAs, 
proteins and metabolites as well as the principal 
peculiarities concerning multiple interplay between 
various substances. The databases which are created by 
bioinformatics distinguish in great accuracy and details. 
Moreover, through curation any false information is 
eliminated. The databases serve as helpful tool in systems 
biology since the information stored therein provides a 
basis for simulation, analysis and prediction [10]. 

Thereby, systems biology emerging was determined 
by historical evolution of different sciences along with 
creation of special paradigm, accumulation of relevant 
information and elaboration of system approach. Thus, 
systems biology is operating with the whole system at a 
given moment because it disposes necessary information 
about almost all components composing it. Moreover, all 
components are considered as special nodes of different 
pathways in networks (fig.1), the latter being 
interconnected and linked by definite control mechanisms. 
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Featuring a living organism as an opened complex system 
in permanent interaction as well as matter and energy 
exchange with environment is typical to systems biology 
which analyzes different states of such a system through 
performing external perturbations. In consequence, the 
detected regularities are described by the aid of 
mathematical formalization and simulation in differential 
equations, whereby mathematical models of different 
processes in living organism are being generated. On the 
next stage, the developed models pass verification and 
correction through iteration that allows for elucidation of 
new positive links and interactions. In such a way, which 
implies the dynamical analysis of the whole system 
functional activity through decomposing and identifying 
its functional nodes along with their interplay, systems 
biology not only comprehends the existing relations but 
unravels the hidden peculiarities and forecasts the future 
outcome. 


The systems biology methodology — How has other 
sciences contributed to systems biology? 

Systems biology as a biological discipline emerged 
due to significant progress made other disciplines in the 
area of biology or relative to it areas. Hence systems 
biology embodied in itself the most vivid tendencies and 
items of moder science not only in its paradigm but also 
in methodology which is in general named as systems 
approach. 

Thus biochemistry owing to the works of L.Michaelis 
and M.Menten on enzymatic kinetics, P.Mitchell on 
chemiosmotic theory and A. Hill on enzymatic oxidation 
provided the ideas of simulation and mathematical 
description for dealing with metabolic processes in living 
systems. This gave impulse to further development of 
metabolic control analysis (MCA) in order to elucidate 
key mechanism of network control in biochemical 
pathways. In consequence, molecular properties of 
components in networks were shown to relate to overall 
network properties that defined intrinsic control 
incarnation [9]. 

The accomplishments of molecular biology especially 
in area of DNA sequencing, microarray and protein large- 
scale analysis supplied systems biology with the 
opportunity of global vision, that is, to observe 
functioning of living system through detecting functional 
patterns of its components. The possibility of follow the 
internal behavior of living organism seems to be crucial 
for asserting the principles of systems biology and its 
right for long existence. As it was stressed in part 1, 
system methodology had been attempted for the 
application to living system, in particular by поп- 
equilibrium thermodynamics, but proved to be barely 
efficient in biological research. In present situation just 
entire perception of biological system as a whole through 
penetration in internal interactions and counteraction of 
interplay of its components should render flexibility and 
robustness to systems approach [11, 12]. 

As long as systems biology simultaneously deals with 
a whole system consisting of a great deal of components it 


experiences a great need in computational science and its 
approaches in order to hold and operate the accumulated 
data. Currently a lot of databases are available which 
furnish a large spectrum of different data to the 
researchers. Databases are helpful also in getting rid from 
information redundancy and repeating. Apart from this, 
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Fig. 1. Representation of biochemical pathways in terms of 
metabolic networks by nodes and edges. 


the elaborated special algorithms help to elucidate 
gene ontogeny and to predict evolutionary links between 
genes and organisms. Further, special programs make 
possible database automatic curation and annotating that 
is of great importance for treating numerous and diverse 
information [13]. In addition, computer science has 
provided special programs and algorithms, e.g. MatLab 
and SSPS statistical package, which facilitate the 
operation with huge quantitative datasets. Consequently, 
pairwise similarities between components are found out 
and further clustering is implemented. Decomposing 
system on clusters is very valuable for examining 
different pathologies, e.g. cancer, and diagnostics. Yet, 
statistical analysis allows for avoiding noise and false 
conclusions [4]. Systems biology endeavors to apply 
mathematical language of formulae to describe the 
processes and component interactions. It makes up 
different models and verifies their suitability to a specific 
system. This is a way towards engineering and 
construction of living processes. Similar things took place 
in techniques when mathematics penetrated therein. As a 
result a great deal of various devices and machines were 
developed. Moreover mathematical formalism has spread 
out in the area of population ecology whereby population 


orthophosphate 
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dynamics and species extinction is being described and 
analyzed [14]. 

Systems biology frequently utilizes perturbation to 
disturb system and follow its behavior near the 
equilibrium point. Therefore systems of differential 
equations are used for this purpose which detect steady 
states and show the tendency for system stabilization or 
destabilization [11]. 

Physics has contributed a lot to systems biology. The 
ideas of non-equilibrium thermodynamics and negentropy 
were very helpful for comprehending living processes. 
Regarding that entropy or chaos increase is pertinent to 
any system therefore self organization and information 
accumulation in vital molecules like DNA, RNA and 
proteins is impossible without concomitant energy losses. 
Thus, opposite in nature processes are interconnected, the 
organism being the intertwining of them. Furthermore, 
physics and its lows helped to study physical processes in 


Systems biology has adopted some ideas from 
cybernetics, in particular system vision. In contrast to 
cybernetics living system in systems biology is not 
simplified to separate parts and simple physical 
interactions. 

Rather, each system is analyzed on a new level as a 
very complex entity with multiple components and very 
complicated hierarchy. In this view network theory 
proved to be very helpful for systems biology. Primarily it 
appeared in ideas of L.Euler and P. Erdos and than was 
further worked out by A.Barabashi, who proposed to 
represent living organism in the terms of interconnected 
nodes with edges(see fig.1). The organism is regarded as a 
set of different networks functioning in permanent 
cooperation with each other. However special bottle-neck 
points exist in these networks which in the whole doom 
the efficacy of different network interplay [16]. 

Thereby, systems biology was founded on the ideas 


living matter, e.g. 


electrical conductivity, molecular 


and achievements of other disciplines which in turn 


interactions and atomic decays,and to use supplied it by flexible and sound methodology. However 
physicochemical properties of key molecules in systems biology is a quite new science with a completely 
developing throughput technologies [15]. new understanding of living matter. 
Table 1 
Key moments on the evolutionary way towards modern systems biology 
No. Name Description Year(s) 
1 Non-equilibrium thermodynamics | Negentropy and entropy production are two coupled 1930-1940 
theory processes essential for life 
2. DNA is a hereditary substance DNA was shown to be responsible for storing and 1944 
transferring genetic information 
3. DNA structure DNA structure (primary, secondary and tertiary) was 1953 
deciphered 
4. Feedback regulation in metabolism | Feedback control mechanisms in aminoacid synthesis 1957 
through inhibition 
5. Genetic code Triple nucleotide sequences were determined for all 1960-1970 
aminoacids including nonsense codons 
6. Recombinant DNA technologies Discovery of reverse transcriptase, restriction enzymes, | 1960-1980 
terminal nucleotidase 
7. Analog simulation in microbiology | Analysis of lac operon by glucose-lactose changes in 1960-1965 
and genetics bacteria deduced gene regulation on transcriptional 
level 
8. Simulation and mathematical The laws of energy generation through coupling of 1960-1970 
analysis in bioenergetics respiration and phosphorilation with proton pumping 
were founded in mathematical form 
9. Large-scale simulators of Metabolic control analysis proved to be an important 1970-1980 
metabolic dissipative structures approach to characterize interactions in chemical 
reactions 
10. DNA sequencing Determination of small DNA sequences in different 1980-1990 
DNA templates 
11. Automated DNA sequencing Automatization of DNA sequencing, pyrosequencing 1990-1995 
as highthroughput methods 
12. In silico biology and mathematical | Genome scale models of viruses and erythrocytes were | 1990-1995 
modelling created 
13. Microarray, two yeast hybrid Invention of high throughput technologies for analysis | 1990-2000 
system, protein mass-spectrometry | of transcriptome, proteome and regulome 
14. Genome sequencing Deciphering of Haemophilus influenzae and human 1995-2001 
genome 
15. Bioinformation databases Accumulation and arrangement of genomics, 1995-2010 
proteomics, metabolomics data in databases 
16. Genome-scale models Mathematical modeling of large scale processes 1995-2000 
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Prospects of systems biology 

System biology 15 designed to unravel intrinsic 
peculiarities of living processes. It aims in screening 
different functional states of living system in conjunction 
to its components and their interplay in dynamics. 
Consequently, the new previously masked peculiarities 
may be unclosed and studied. Hence systems biology 
deepens our knowledge concerning life. Currently the 
analysis of the whole transcriptome at once is possible. 
However, dealing with a whole proteome and metabolome 
remains to be designed. The research results and the last 
breakthroughs in the area of high throughput technologies 
stand for the possibility of attaining this goal in near 
future. In view of this the complete screening of living 
organism on all hierarchical levels may become feasible 
soon. Such an opportunity shall greatly contribute to the 
drawing up of special algorithms for drug design, 
pathology diagnostics and metabolome engineering [17]. 
The further development of systems biology will proceed 
in tight link with other disciplines such as computer 
science, mathematics, physics, chemistry, engineering, 
molecular biology. This implies synergetic cooperation 
between sciences so that the process of evolutionary 
progressing in systems biology should greatly accelerate. 
In consequence, the qualitative jump may occur resulting 
in replacing descriptive and cognitive modeling by 
constructive modeling for building new systems with 
synthesized properties [10]. 

In this connection, the perspectives for systems 
biology are indisputable and wide. It is likely that very 
soon it may merge with medicine in the sphere of 
diagnostics, drug design and bioimplant construction. 
Undoubtedly, this will stipulate the gradual 
transformation of systems biology from purely theoretical 
biological science into applied biomedical discipline [18]. 


CONCLUSION 


Systems biology is a new area of biological research 
which has emerged with the deciphering of human 
genome and creation of high throughput technologies for 
screening transcriptome, proteome and metabolome. The 
high speed of progressing in systems biology is achieved 
by interdisciplinary links with highly challenging 
sciences, namely computational science, bioinformatics, 
functional genomics, molecular biology, mathematics and 
physics. 

Currently systems biology is mostly a theoretical 
discipline which makes up a new knowledge through 
analysis of bioinformatical databases, data mining and 
dealing with datasets about transcriptome, proteome and 
metabolome upon living system perturbation by external 
agents. By the aid of mathematical modeling and 
simulation systems biology elucidates invisible links 
between numerous components of living system on 


different hierarchical levels and then verifies the outcome 
through iteration and correction [19]. 

Development of systems biology moves from general 
description of living processes towards their construction 
and engineering. The tight link between medicine and 
systems biology in diagnostics, drug discovery and 
control as well as metabolome engineering 15 anticipated. 
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СИСТЕМНА БІОЛОГІЯ ЯК НОВА ГАЛУЗЬ БІОЛОГІЧНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ: ХАРАКТЕРИСТИКА НАПРЯМКІВ I 
ТЕНДЕНЦІЇ РОЗВИТКУ 


Андрейченко С.В. 


Оглядова стаття присвячена аналізу наукових напрямків та тенденцій, що мають місце в розвитку системної біології як 
нової галузі біологічних досліджень. На фактах і прикладах показано, що системна біологія виникла на основі накопичених 
знань про геном людини і живу матерію. Як наука системна біологія використовує методологічний підхід, котрий дозволяє 
одночасно спостерігати за чисельними компонентами складної багаторівневої ієрархії живої системи завдяки можливостям, 
що виникли при застосуванні сучасних високоефективних технологій по моніторингу життєвоважливих біомолекул. 


Ключові слова: системна біологія, геном людини, високотехнологічні методи, метаболом, транскриптом, регулом. 


СИСТЕМНАЯ БИОЛОГИЯ КАК НОВАЯ ОТРАСЛЬ БИОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ: 
ХАРАКТЕРИСТИКА НАПРАВЛЕНИИ И ТЕНДЕНЦИИ РАЗВИТИЯ 


Андрейченко С.В. 


Обзорная статья посвящена анализу научных направлений H тенденций, которые имеют место в развитии системной 
биологии как новой отрасли биологических исследований. На фактах и примерах показано, что системная биология 
возникла на основании накопленных знаний про геном человека и живую материю. Как наука системная биология 
использует методологический подход, который позволяет одновременно наблюдать за многочисленными компонентами 
сложной многоуровневой иерархии живой системы благодаря возможностям, которые возникли при использовании 
современных высокоэффективных технологий по мониторингу жизненноважных биомолекул. 


Ключевые слова: системная биология, геном человека, высокотехнологические методы, метаболом, транскриптом, регулом. 


КЛІТИННА БІОФІЗИКА 


Фізика живого, Т. 19, Мо 1, 2011. С. 10-15. 
© Максим пок T.B., Максим'юк B.M. 


УДК 612.616.2.015.7 


CELL BIOPHYSICS 


Physics of the Alive 4 


www.pa.science-center.net 


CTAH/IAPTH3OBAHA МЕТОДИКА ВИЗНАЧЕННЯ КОНЦЕНТРАЦІЇ I ПЕРЕМІЩЕНОЇ 
КІЛЬКОСТІ Са", Ха", K* У СИСТЕМІ "КЛІТИНА-СЕРЕДОВИЩЕ" 


"Максим'юк Г.В., "Максим'юк В.М. 


1 š ~ А ~ ~ š А š .. 
Львівський національний медичний університеті імені Данила Галицького МОЗ України, 
hanna.maksymjuk@gmail.com 
2 Ñ 2 А Е 
Інститут землеробства і тваринництва західного регіону НААН України, 
Львів-Оброшино, Україна 


Надійшла до редакції 27.03.2011 


Для об'єктивного контролю за функціональним станом ізольованих клітин (сперматозоїди) пропонуємо розроблену і 
стандартизовану методику визначення динаміки концентрації та переміщеної кількості (вмісту) іонів макро- і 
мікроелементів у системі "клітина-середовище" методом полуменевої і/або атомноадсорбційної спектрофотометри. 


Ключові слова: еякуляти, спермальна плазма, сперматозоїди, кальцій, калій, натрій, концентрація і переміщена кількість 


іонів, полуменева фотометрія. 
ВСТУП 


Відомо, що об'єктивний аналіз "реакції-відповіді" 
біологічних систем на негативну або позитивну дію 


екстремальних чинників впливу може бути 
забезпечений лише за умови експериментально 
визначених вірогідних показників змін їх 


нормального стану (І, 2]. Однак, сучасні методи 
оцінки функціонального стану клітин не завжди 
відповідають вимогам практики. Тому впровадження 
нових методичних прийомів досліджень дозволить 
об'єктивно оцінювати, корегувати 1 розробляти 
ефективні способи і засоби захисту життєздатності 
клітин за екстремальних умов. 

Оскільки об'єктивна оцінка рівноваги вмісту Ca”, 
Ма, К’ у системі "клітина-середовище" [10] є 
важливою частиною активного і пасивного процесу 
регуляції балансу іонів макро- та мікроелементів, то 
ми сподіваємося, що розроблена методика визначення 
параметрів концентрації іонів на різних етапах 
кріоконсервації буде корисною для оцінки і корекції 
функціонального стану ізольованих клітин, дозволить 
розробити нові способи ефективного захисту ix 


життєздатності. 

Мета роботи - впровадити у науково-дослідну 1 
практичну роботу лабораторій, установ 
кріобіологічного та  біотехнологічного профілю, 


вищих закладів освіти, контролюючих організацій, 
тощо визначення динаміки показників концентрації 
(вмісту) іонів макро- та мікроелементів в якості 
об'єктивних параметрів контролю за функціональним 


станом ізольованих клітин у системі "клітина - 
середовище". 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

Об'єктом наших досліджень € динаміка 


концентрації і переміщеної кількості Са“, K, Ма“ у 
системі "сперматозоїди - спермальна плазма" за умов 
кріоконсервації сперми методом полуменевої 
фотометрії. 

Для проведення визначень застосовують такі 
засоби вимірювальної техніки, допоміжне 
обладнання, реактиви 1 матеріали, як фотометр 
полуменевий; мікроскоп біологічний; дозатор рідин 
автоматичний А-2; ваги аналітичні; термостат 
повітряний або шафа сушильна; гомогенізатор; вода 
дистильована; центрифуга лабораторна; 
глутаральдегід (С;Н:Оз); кальцій вуглекислий 
(СаСОз); натрію хлорид (NaCl); калію хлорид (KCl); 
кислота соляна (НСІ); кислота сірчана (H2504); калій 


двохромовокислий (К›Сг›О7); спирт етиловий 
(С2Н5ОН); натрію цитрат (2,9% нейтралізований 
розчин С,Н505Маз:5Н0); азот рідкий; пробірки 


центрифужні або флакони місткістю 5-6 см? 1 13-14 
см; колби MipHi 0,5 1 1,0 дм; стакани хімічні 25 i 50 
см); піпетки мірні 1,0 1 0,1 см; скельця покривні; 
скельця | предметні; палички скляні; вата; 
лейкопластир; балони газові для повітря, пропан- 
бутанової суміші, ацетилену; термоси Дюара; папір 
для етикеток; папір фільтрувальний лабораторний; 
пластини фторопластові; пінцети; ножиці; ванна для 
рідкого азоту. 
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Ca”, Ка", K* Y СИСТЕМІ "КЛІТИНА-СЕРЕДОВИЩЕ" 


Bci реактиви мають бути кваліфікації х.ч. або ч.д.а. 
Дозволяється використовувати інші засоби 
вимірювальної техніки, допоміжне обладнання, 
реактиви 1 матеріали, | які за якістю та 
характеристиками не гірші за наведені. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Порядок виконання робіт. 

1. Виготовлення запасних, основних і робочих 
розчинів. Для приготування запасних і основних 
розчинів, а також концентраційних рядів робочих 
розчинів використовують солі СаСОз, NaCl i KCl, які 
висушують до постійної маси у сушильній шафі 
(термостаті) за температури (110-120)°С. Контроль за 
зміною маси солей здійснюють на аналітичних вагах. 
Висушені солі зберігають у скляному, з притертим 
корком, хімічному посуді. 

11 Запасні розчини. Готують з наважки солей, 
маса яких для СаСОз становить 2,497 г, NaCl -1,907 г, 
КСІ - 2,542 г. Кожну окремо взяту наважку засипають 
у колбу місткістю 1,0 дм?. 

Солі NaCl i KCl розчиняють y 100-200 см“ 
бідистильованої води; CaCO; - в 20 см“ HCl, 
розведеної y співвідношенні 1:1 бідистильованою 
водою. Об'єм запасних розчинів доводять водою до 
мітки 1,0 дм). При цьому кінцева концентрація Ca”, 
Ма i K' y них становить 1000 мг/дм. 

1.2 Основні розчини. З колби місткістю 1,0 дм} 
відбирають 50 см? запасного розчину. Відіб-раний 
розчин переносять у колбу місткістю 0,5 дм? i до 
мітки 0,5 дм? доливають бідистильованою водою. 
Після проведених маніпуляцій концентрація Са", Ма’, 
K^ в основних розчинах становить 100 мг/дм. 

1.3 Робочі розчини. З основних розчинів готують 
серію робочих розчинів, концентрація Са“, Ма’, K* y 
яких становить 50, 20, 10, 5, 211 мг/дм? (таблиця 1). 

Для визначення концентрації Са“, Na, К у 
робочих розчинах i дослідних пробах використовують 


металеві інтерференційні світлофільтри (Ca?* - 621 
нм, Ма - 588 нм, K' - 767 нм). Показник витрат 
повітря фіксують на рівні 250 дм'/год, ацетилену - 40 
дм'/год, пропан-бутанової суміші - 13-18 дм год. 
Полуменевий фотометр вмикають в електромережу 1 
через | 10-15 хв після стабілізації роботи 
вимірювальної системи приступають до юстування 
шкали приладу. 

Капіляр подачі розчинів (проб) вводять у стакан з 
бідистильованою водою, запалюють газовий пальник 1 
виставляють стрілку гальванометра на нульову 
позначку. Місцезнаходження ручки переведення 
діапазонів [(0-10) поділок] чутливості приладу - 
залежить від концентрації Са“, Na’, К' у робочих 
розчинах. Максимальне значення шкали 
гальванометра для найвищої концентрації Са" 
становить 8 mv, Ма - 120 mv, К' - 100 mv. 

Калібрувальні криві будують за визначеними у 
робочих розчинах концентраціями Са", Ма’, К’. На 
графік наносять середні величини показників шкали 
приладу, отримані за результатами двох вимірювань. 
Вимірювання проводять від розчину Хоб до Nel. 
Покази приладу записують у лабораторний журнал 1 
будують калібрувальні криві. 

Покази шкали гальванометра, діапазон якої для 
Са" становить 0-8 му, Ма — 0-120 му, К’ — 0-100 му, 
наносять на вісь ординат (y), a на вісь абсцис (x) - 
концентрацію Са", Ма, K^ в діапазоні (0-100) мг/дм). 
За | потреби крайню позначку максимальної 
концентрації іонів у розчинах 100 мг/дм? можна 
міняти на 50, 20, 10 або 5 мг/дм" Са“, Na’, К’, а саме: 
100, 50, 20, 0 на 50, 20, 10, 0; 20, 10, 5, 0; 10, 5, 2, 0 чи 
5, 2, 1, 0 (рис. 1). 


Таблиця 1 
Схема приготування робочих розчинів 
Робочі Об'єм Об'єм Концентрація 
розчини", основного розчину, бідистильованої води, робочих розчинів, 

Мо см см? мг/дм} 

1 250 250 50 
2 100 400 20 
3 50 450 10 
4 25 475 5 
5 10 490 2 
6 5 495 1 


хРобочі розчини використовуються до часу появи у колбах осаду. 
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MB, покази шкали гальванометра 


100 мг/дм), 


концентрація С a^ 


100 мг/дм), 


концентрація Ма" 


100 мг/дм), 


50 
20 
10 

5 


концентрація К” 


Рис. 1. Схема побудови калібрувальних кривих для визначення концентрації Са“, Ма’, K^. 


3. Визначення концентрації Са“, Ма, К“, 
Свіжоотриману  нативну  (нерозріджену) сперму 
об'ємом 0,5 см“ переносять у центрифужну пробірку 
(флакон) i, з метою фіксації білків акросоми та 
цитоплазматичної мембрани сперматозоїдів 
(поперечне зшивання молекул), додають одну краплю 
2%-вого розчину глутаральдегіду. Фіксатор змішують 
зі спермою, витримують впродовж 10-15 хв i 
центрифугуть протягом 5 хв за 800 g. Після зупинки 
центрифуги спермальну плазму відокремлюють від 
клітин. 

Автоматичним дозатором рідин у центрифужні 


пробірки (флакони) доливають по 4,5 см 
бідистильованої води. Відцентрифуговані клітини 
гомогенізують до  дрібнодисперсної однорідної 


суспензії, спермальну плазму ретельно перемішують 1 
визначають концентрацію Са“ Результати 
вимірювань заносять у лабораторний журнал. 

Для визначення концентрації Ма, к’ до суспензії 
клітин додають 5 см, а до спермальної плазми - 10 
см“ бідистильованої води. У додатково розведених 
пробах спочатку визначають концентрацію Ма’, потім 
— К’. Якщо стрілка гальванометра виходить за межу 
максимального значення шкали приладу (Ма - 120 
ту, К — 100 mv), то проби розводять, доливаючи по 5 
см? бідистильованої води. 

Кінцеву концентрацію ioHiB у дослідних пробах 
знаходять за калібрувальною кривою графіку, яку 
будують за знятими зі шкали приладу показами 
концентрацій робочих розчинів. Для подання 
експериментальних даних за міжнародною системою 
одиниць (СІ), визначену у мг/дм? концентрацію іонів 
можна перерахувати у ммоль/дм' (мМ), а саме: 
враховуючи ступінь розведення проб, результати 


вимірювань перемножують на коефіцієнти 
перерахунку (Ca^* - 0,02495, К’ - 0,02597, Ма’ — 
0,0435). 

При встановленні ступеня впливу етапу 


еквілібрації сперми на гомеостаз іонів у системі 
"клітина-середовище" від залишених за температури 
2-4 "С на 4 год в холодильнику проб об'ємом 2,4 см“ 
відбирають 1,0 см? розрідженої сперми. Операції з 
визначення концентрації Са“, Ма, К" у плазмі та 
сперматозоїдах повторюють за наведеною вище 
схемою. Рухливість сперматозоїдів у пробах (бал, %) 
контролюють методом світлової мікроскопії, 
концентрацію (млрд/см?) — методом 
фотоелектроколориметрії. 

4. Технологія кріоконсервації сперми (приклад). 
Еквілібровану сперму об'ємом 1,0 см’ заморожують 
на розміщеній над ванною з рідким азотом 
фторопластовій пластині. На пластину наносять 0,1, 
0,2 або 0,5 см“ досліджуваної проби, отримуючи 10, 5 
або 2 гранули, відповідно. Гранули зберігають не 
менше двох днів у термосах Дюара, заповнених 
рідким азотом, за температури мінус 196 °С; 
розморожують за температури 38+0,5 °С в 1,0 см 
2,9%-вого розчину нейтралізованого цитрату натрію. 
Після зникнення останнього кристалика льоду у 
пробах знову визначають концентрацію Ca", Ма’, K*i 
рухливість сперматозоїдів. 


4.1 Визначення переміщеної кількості 
2+ + yet 

Ca ,Na,K. 
411 Визначення абсолютних показників 


. m . . 2+ + + . . 
переміщеної кількості Са", Ма, К’. Оцінку змін 
рівноваги вмісту (гомеостазу) іонів у системі 
"клітина-середовище" проводять у три етапи. Перший 
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- спрямований на визначення концентрації іонів. На 

даному етапі досліджень визначають концентрацію 
2+ + + da . . .. 

Ca ,Na,K у сперматозоїдах із свіжоотриманої (хі), 


розрідженої (x2), еквіліброваної (хз) і деконсервованої 
(x4) сперми (таблиця 2). 


Таблиця 2 
Концентрація іонів у сперматозоїдах при заморожуванні сперми, мм 
lonn Сперма 
свіжоотримана розріджена еквілібрована деконсервована 
Са" 127 1,53 1,72 0.94 
Ма! 19,02 15,43 15,15 41,36 
к’ 14,99 13,99 13,89 3,77 
ху хо хз x4 
"xis X2, Хз, X4 — КОНЦентрація іонів на етапах кріоконсервації сперми. 
Таблиця 3 
Вплив умов кріоконсервації на гомеостаз Са“, Ма", K', MM 
Абсолютні показники впливу: 
Іони Прямий Сумарний 
розрідження еквілібрації деконсервації кріоконсервації 
Са" + 0,26 +0,19 - 0,78 - 0,33 
Ма" - 3,59 - 0,28 + 26,21 + 22,34 
С - 1,00 - 0,10 - 10,12 - 11,22 
Al = XIX. А? жі X3-X2 А T X3-X4 A. - xx 


. . . 2+ + + Š Я р DEA пика 
Xo-X1, X3-X2, X4-X3 - переміщена кількість Ca^, Ма, К у сперматозоїди (+) та вихід з них (-) після розрідження, еквілібрації i 
деконсервації сперми; x4-X, - за повний цикл кріоконсервації 


(свіжоотримана ... деконсервована); 


1..3 : А ~ 
А“ - абсолютні показники прямого, А ,— сумарного впливу умов кріоконсервації. 
Таблиця 4 
Вплив умов кріоконсервації на гомеостаз Са“, Ма", K^, % 
Відносні показники впливу: 
Іони Прямий Сумарний 
розрідження еквілібрації деконсервації Кріоконсервації 
eu + 78,8 +57,6 - 236,4 - 26,0 
Ма“ - 16,1 - 13 + 117,3 + 117,5 
к - 8,9 - 0,9 - 90,2 - 74,9 
В! = (xyx;)-100* B? -(xyx;)- 100" B? -(xx;)100" B, = (даху) 100" 
Х4-Х1 Х4-Х1 X4-X| XI 


* . . š 2+ + + D : ñ : 
(хо-ху), (хз-х2), (x4-x3)- переміщена кількість Ca^, Ма, K y сперматозоїди (+) та вихід з них (-) після розрідження, 
еквілібрації 1 розморожування сперми; X4-X; - за повний цикл кріоконсервації (свіжоотримана ... деконсервована) сперми; 


13 : ` : $e 
B, - BUIHOCHHH показник прямого, B, —сумарного впливу умов крлоконсерваци. 


На другому етапі визначень (таблиця 3) знаходять 
абсолютні показники (мМ) переміщеної кількості 
іонів у сперматозоїди або виходу з них (антипорт, 
симпорт), а саме: після розрідження (хх), 
еквілібрації (хз-х›), деконсервації (x4-x3) та за повний 
цикл (хх) | кріоконсервації  (свіжоотримана 
деконсервована) сперми. 

Для цього від більшої величини визначеного 
показника віднімають меншу 1 встановлюють 
абсолютну величину переміщеної кількості іонів (MM) 
та оцінюють особливості їх переміщень у системі 


"клітина-середовище". Для зручності аналізу даних 
вхід іонів у клітину позначають знаком плюс (1), 
вихід з них - знаком мінус (-). 

Приклад розрахунків. Визначені згідно з формул: 


А! = 1,53-1,27, А2=1,72–1,53, Аў = 1,72 - 0,94, 


А, =1,27 – 0,94 
абсолютні показники переміщеної кількості 
(вмісту) Ca" після розрідження,  еквілібрації, 


деконсервації (прямий вплив) та від отримання до 
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деконсервації сперми (сумарний вплив) становлять 


+0,26, +0,19, -0,78 та -033 мМ, відповідно. 
Аналогічно обчислюють переміщену кількість Ма і 
Кк 

42.2 Визначення відносних показників 


переміщеної кількості Ca", Ма’, К*. Третій етап 
аналізу визначених показників концентрації іонів 
спрямований на встановлення прямого впливу умов 
кріоконсервації і кріопротекторів на гомеостаз Ca”, 
Na’, К' у системі "клітина-середовище" (таблица 4). 

Вплив умов кріоконсервації на рівновагу вмісту 
(гомеостаз) іонів виражають відносними 
(відсотковими) величинами. Кількість іонів, що 
переміщаються (вхід-вихід) у системі "клітина- 
середовище" від одержання до деконсервації сперми 
(ха-хі), приймають за 100%,  переміщену на 
відповідному етапі технологічного циклу кількість 
(Х2-Хі, X3-X2, X4-X3) за x. Із складених рівнянь 
знаходять ступінь прямого впливу на сперматозоїди 
кожного наступного етапу  кріоконсервації щодо 
попереднього. 

Визначають також сумарний вплив всіх етапів 
кріоконсервації на гомеостаз іонів. Початковий рівень 
концентрації іонів у сперматозоїдах свіжоотриманих 
еякулятів (xi) приймають за 100%-iB, переміщену 
кількість іонів (X4-X1) - за X і знаходять ступінь впливу 
умов кріоконсервації (концентрація кріопротекторів, 
температура, осмотичний тиск, рН захисних 
середовищ, тощо) на гомеостаз іонів у спермі. 

Приклад розрахунків. Визначені згідно з формул: 


0.26-100 0.19-100 078-100 
B! _ У 5 В: ui А За МУ » 
"= 033 "= 9033 ^ P7793 
_ 033-100 
В, 27327 


відносні показники переміщеної кількості (вмісту) 
Ca^ після розрідження, еквілібрації, деконсервації 
(прямий вплив) та від отримання до деконсервації 
сперми (сумарний вплив) становлять 78,8%, 57,6%, 


мінус 236,4% та мінус  26,090-ів, відповідно. 

В è И * de 
Аналогічно обчислюють переміщену кількість Ма i 
EK 


За кінцевий результат приймають отриману з трьох 


визначень середньоарифметичну величину (M). 


Похибка результатів визначень не повинна 
перевищувати +5 %. 

ВИСНОВКИ 

Визначені показники свідчать, що 13 


сперматозоїдів у середовище для деконсервації 
сперми (2,9%-вий нейтралізований розчин цитрату 
натрію) виходить 0,33 мм Са" i 11,22 мМ К’, що 


становить 25 % 1 75 % їх початкового вмісту, але 13 
середовища у сперматозоїди входить 22,34 мМ Ма’, 
або 117 % їх початкового вмісту 19,02 MM y 
сперматозоїдах. Це означає, що після розрідження 
сперми антипортне переміщення у сперматозоїди 79 
% вмісту Са" витісняє з клітин 16% Na’ i 9% К“. 
Впродовж еквілібрації сперми інтенсивне 
переміщення Ca? (58%) у сперматозоїди триває. 
Однак вихід Ма і К' з клітин несуттєвий. Після 
деконсервації гранул величина переміщеної кількості 
Са", Na, К’ є найбільшою. У сперматозоїди 
переміщається 117 96 вмісту Ма, який витісняє з 
клітин у середовище 236 % вмісту Са" i 90 % в K^. 
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СТАНДАРТИЗОВАНА МЕТОДИКА ВИЗНАЧЕННЯ КОНЦЕНТРАЦІЇ I ПЕРЕМІЩЕНОЇ КІЛЬКОСТІ 15 
Ca”, Ма“, К' У СИСТЕМІ "КЛІТИНА-СЕРЕДОВИЩЕ" 


СТАНДАРТИЗИРОВАННАЯ МЕТОДИКА ОПРЕДЕЛЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИИ И  ПЕРЕМЕЩЕННОГО 
КОЛИЧЕСТВА Са“, Ха", К В СИСТЕМЕ "КЛЕТКА-СРЕДА" 


Максимьюк Г. B., Максимьюк В. M. 


С целью объективного контроля за функцональным состоянием изолированных клеток (сперматозоиды) предлагаем 
разработанную и стандартизированную методику определения динамики концентрации и перемещенного количества 
(содержания) ионов макро- и микроэлементов в системе "клетка-среда" методом пламенной и/или атомноадсорбционной 
спектрофотометрии. 


Ключевые слова: зякулят, спермальная плазма, сперматозоиды, кальций, калий, натрий, концентрация и содержание 
перемещённых ионов, пламенная фотометрия. 


THE STANDARDIZED METHOD OF DETERMINING THE CONCENTRATION AND NUMBER OF DISPLACED AND 
Ca", Ма’, K' IN THE "CELL-ENVIRONMENT" SYSTEM 


Maksymjuk H. V., Maksymjuk V. M. 


For an objective control of the functional state of isolated cells (spermatozoa) we offer a developed and standardized method for 
determining the dynamics of concentration and the amount of displaced macro- and microions in the "cell-environment" system by 
flame and/or atom absorption spectrophotometry. 


Key words: ejaculate, sperm plasma, spermatozoa, calcium, potassium, sodium, concentration and amount of displaced ions, flame 
photometry. 
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Досліджено кількісні характеристики неферментативної антиоксидантної системи в сім'яній рідині сперми кролів за умов 
тотального опромінення тварин рентгенівськими променями в дозах 0,1, 0,5, 1 2,0 Гр. Показано, що на 10 добу після 
опромінення збільшення дозового навантаження на тварин до 2,0 Гр призводить до суттєвих змін у вмісті 
неферментативних антиоксидантів і посиленню процесів перекисного окиснення ліпідів в сім'яній рідині сперми кролів. 
Через 3 місяці після опромінення відбувається нормалізації антиоксидантної активності і рівня ПОЛ в сім'яній рідині. 


Ключові слова: сім'яна рідина, глутатіон, актиоксидантна активність, вільні тіолові групи, перекисне окиснення ліпідів. 


ВСТУП 


Відомо, що сперма тварин містить органічні 
речовини, що можуть ефективно перехоплювати 1 
знешкоджувати реактивні форми кисню (РФК), 
зокрема супероксидні та гідроксильні радикали, а 
також пероксид водню. До сполук антиоксидантної 
спрямованості головним чином належать токофероли 
з сімейства вітаміну Е, аскорбат, сечова кислота, а 
також вільні тіоли. Останні в більшості випадків 
представлені глутатіоном (L-y-rzoraMin-L- 
цистеїнгліцином), гомоцистеїном, цистеінілгліцином 
[1]. Антиоксидантні сполуки, крім аскорбату, що не 
продукується звичайним біохімічним шляхом в 
організмі людини, морських свинок, мавп, деяких 
птахів і риб, синтезуються в організмі людини 1 
тварин 1 тому не потребують обов'язкового 
надходження з їжею [2]. 

Присутність антиоксидантів в спермі є дуже 
важливим фактором для збереження інтегральної 
цілісності сперматозоїдів, ix рухливості та здатності 
до взаємодії з яйцеклітиною. Так, токофероли 1 
аскорбат запобігають руйнуванню подвійних зв'язків 
в ненасичених жирних кислотах, що у великій 
кількості сконцентровані в мембранах сперматозоїдів. 
В той же час, вільні тіоли, особливо цистеїн, 
сприяють відновленню дисудьфідних зв'язків 1 
утворенню  сульфгідрильних груп в структур 
нуклеопротамінового комплексу, що полегшує 
деконденсацію хроматину при утворенні чоловічого 
пронуклеусу в ооциті II [3]. В свою чергу, глутатіон 
(ГӘН), як кофермент глутатіонпероксидази, 
нейтралізує пероксид водню, що утворюється в 


результаті знешкодження супероксидних радикалів 


супероксиддисмутазою, перетворюючись в 
глутатіоновий  дисульфід 0 (ISSI) Відновлення 
окисненого глутатіону здійснюється 


глутатіонредуктазою за допомогою НАДФН. Крім 
того, відновлений глутатіон утворюється також 13 L— 
глутамату шляхом послідовного ферментативного 
приєднання двох залишків амінокислот цистеїну 1 
гліцину [4]. Потреба в існуванні системи надійного 
захисту від РФК в спермі зумовлена тим, що 
сперматозоїди стають мішенню для атаки як РФК, що 
продукуються спермальними лейкоцитами, так 1 РФК 
самих сперматозоїдів, що утворюються під дією 
оксидази голівки за умов гіперактивації та акросомної 
реакції, а також при функціонуванні 
електронтранспортного ланцюга мітохондрій [5]. 
Метою дослідження було визначення кількісних 
характеристик антиоксидантної системи в сім'яній 
рідині сперми кролів за умов тотального опромінення 
тварин рентгенівськими променями в різних дозах. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


В дослідах використовували білих кролів 
розводки місцевого віварію. Тварини утримувались у 
окремих клітках в контрольованих умовах, а саме при 
температурі повітря 16-22° С, світловому дні в 16 
годин 1 освітленості в 38 лк, а також на стандартному 
раціоні. Збір сперми проводили за допомогою 
штучної вагіни. Відокремлення сім'яної рідини від 
сперматозоїдів та сім'яних везикул проводили 
центрифугуванням при 2500 g 12 хв. 
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ВПЛИВ ІОНІЗУЮЧОЇ РАДІАЦІЇ НА АНТИОКСИДАНТНІ ВЛАСТИВОСТІ CIM’ AHO! РІДИНИ СПЕРМИ КРОЛІВ 


Визначення загальної антиоксидантної активності 
в сім'яній рідині проводили за допомогою 2,2'- 
азинобіс-3-етилбензотіозолін 6-сульфонату (АБТС), 
котрий у  катіонній формі приєднується до 
антиоксидантів, змінюючи при цьому величину 
поглинання світла на довжині хвилі 734 нм [6]. До 
кожної проби додавали суміш, що складалась 3 2,5 
мкМ метміоглобіну і 0,15 мМ АБТС у фосфатному 
буфері на фізіологічному розчині. Запуск реакції 
проводили пероксидом водню Н.О» при температурі 
30° С. Через 2 хв. 45 с суміш переносили у 
спектрофотометричні кювети і вимірювали оптичне 
поглинання при 734 нм. Стандартні калібровочні 
криві будували для антиоксиданту тролокса у 
фосфатному буфері на фізіологічному розчині. 

Визначення вмісту, як відновленого, так 1 
окисненого глутатіону в сім'яній рідині проводили за 
допомогою 5,5'- дитіобіс-2-нітробензойної кислоти 
(ДТНБ) та НАДФН [7]. При визначенні I'SH його 
спочатку окиснювали за допомогою ДТНБ у Г55Г, а 
потім Г55Г відновлювали глутатіон-редуктазою до 
ISH за участі НАДФН. При аналізі вмісту ГГ в 
сім'яній рідині реакцію окиснення [SH y Г85Г 
нейтралізували за допомогою 2-винілпиридіну при 25° 
С протягом 1 години. В процес окиснення 
утворювалась 2-нітро-5-тіобензойная кислота, котру 
визначали спектрофотометрично на довжині хвилі 412 
HM. Дла побудови стандартних кривих 
використовували розчин [ SH. 

Кількісний аналіз загального вмісту тіолових груп 
у сім'яній рідині здійснювали відповідно до методики 
[8]. За протоколом, до аліквоти проби додавали 
реакційну суміш, що складалась з 2,2- 
дитіобіснітробензойної кислоти у трис-буфері (рН 8,2) 
з МаЕДТА та абсолютним метанолом. Розчин, що 
утворювався, спочатку перемішували на автоматичній 
мішалці "Vortex" (Росія), а потім залишали 
відстоятись 20 хв. при кімнатній температурі. Згодом 
розчин центрифугували при 3500 g 10 хв. Оптичну 
густину прозорого супернатанту вимірювали на 412 
нм. Стандартні калібровочні криві будували для 
розчинів [SH у дистильованій воді. 

Рівень пероксидації ліпідів у сім'яній рідині 
вимірювали шляхом визначення активних продуктів 
тіобарбітурової кислоти [9]. Для цього до 1 мл 
сім'яної рідини додавали 2 мл реагенту, що складався 
з 15%  трихлороцтової кислоти (w/v), 0,375% 
тіобарбітурової кислоти (w/v) i 0,25н соляної 
кислоти. Кінцеву суміш нагрівали до 100° C і 
тримали так 15 хв. Після охолодження преципітат 
відокремлювали центрифугуванням при 1000 g 
протягом 10 хв.  Світлооптичне поглинання 
супернатанту визначали на 535 нм проти 
дистильованої води. Концентрацію ТБК-активних 
продуктів підраховували, використовуючи коефіцієнт 
молярної екстинкції малонового альдегіду, що 
дорівнює 1,56х10° М/см. 

Опромінення тварин проводили на установці 
„РУМ-17” (Росія) рентгенівськими променями в дозах 


0,1, 0,5, 12,0 Гр. Після опромінення сперму збирали на 
10 добу 1 через 3 місяці. 

Статистичний аналіз. Порівняння даних для 
різних груп кролів проводили із застосуванням 
дисперсійного аналізу “ANOVA” та непарного теста 
Стьюдента з поправкою Бонфероні. Довірчі інтервали 
для середніх значень визначали за допомогою t- 
критерію при р=0,95 на підстав підрахунку 
стандартної похибки. Основу статистичної обробки 
складали двобічні криві розподілу випадкових даних. 
Відмінності вважали статистично значущими при 
р<0,05 [10]. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Проведеними дослідженнями було встановлено, 
що на 10 добу після опромінення збільшення дозового 
навантаження на тварин призводить до суттєвого 
збільшення концентрації відновленого глутатіону в 
сім'яній рідині (табл. 1). Так, при дозі в 0,1 Гр вміст 
ГӘН в сім'яній плазмі підвищився майже B 2 рази, а 
при 0,5 12,0 Гр, відповідно, в 2,4 1 2,7 рази. Одночасно 
рівень окисненого глутатіону 3 підвищенням дози 
тотального опромінення тварин теж виявив тенденцію 
до зростання, яке відбувалось більш виражено при 
дозах в 0,5 та 2,0 Гр. Так, вміст Г55Г в першому 
випадку зріс в 6 разів, а в другому - майже в 24 рази. 
Ці дані вказують на появу дефіциту відновлених 
еквівалентів при дозі в 2,0 Гр. Дійсно, порівняно з 
контролем загальна антиоксидантна активність (ЗАО) 
в сім'яній плазмі при вказаній дозі тотального 
опромінення зменшилась до 75 % від контрольних 
значень, а вміст вільних тіолових груп - до 67 %. 
Одночасно вміст ТБК-активних продуктів збільшився, 
що вказує на посилення процесів перекисного 
окиснення ліпідів в спермі. При дозі в 0,1 Гр ЗАО в 
сім'яній плазмі, на відміну від дози B 2,0 Ip, 
збільшилась, сягнувши рівня 127 % від контролю, тоді 
як при дозі в 0,5 Гр спостерігалось лише невелике 
зменшення ЗАО на 0,08 мкМ. Збільшення 
концентрації [SH i зростання ЗАО при дозі в 0,1 Гр 
супроводжувалось як збільшенням вмісту вільних 
тіолових груп B сім'яній плазмі B 1,4 рази, так i 
пригніченням ПОЛ в перерахунку на ТБК-активні 
продукти до 84 % контрольної величини. При дозі в 
0,5 Гр вміст вільних тіолів на 10 добу після 
опромінення зменшився на 5 % порівняно з 
контролем, тоді як, вміст ТБК-активних продуктів, у 
свою чергу, зріс на 7 %. 

Подальші дослідження виявили, що збільшення 
тривалості пострадіаційного періоду до 3-х місяців 
призводило до поступової нормалізації 
антиоксидантної активност 0 сім'яної рідини i 
спадання ПОЛ (табл. 2). Так, при дозі в 2,0 Гр вміст 
ТБК-активних продуктів, порівняно з періодом 10 діб 
після опромінення, знизився на 10%, а ЗАО 1 вміст 
вільних тіолів, навпаки, зросли на 13 % та 17 %, 
відповідно. В той же час загальний вміст глутатіону в 
сім'яній рідині також впав з 6,02 мкМ до 431 мкМ, 
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що супроводжувалось одночасним зменшенням 
співвідношення [SSI/ TSH з 0,12 до 0,08. При дозі B 
0,5 Гр посилення відновлювальних тенденцій 


набувало більш помітного прояву, що призвело до 
наближення показників ПОЛ, ЗАО та вмісту вільних 
тіолів майже до контрольного рівню. Однак рівень 
TSH та ISSI в сім'яній плазмі залишався вищим за 


контроль в 1,7 та 3,6 рази, відповідно. При дозі в 0,1 
Гр на 90 добу після опромінення загальний вміст 
глутатіону в сім’яній плазмі складав 129 96 
контрольної величини. Висока концентрація вільних 
тіолів 1 послаблення ЗАО в цей період явно сприяли 
суттєвому зниженню ПОЛ, яке знаходилось на рівні 
85 % контролю. 

Таблиця 1 


Вміст антиоксидантів, окисненого глутатіону і ТБК-активних продуктів у сім'яній рідині сперми кролів до 1 на 
, y y y y 


10 добу після опромінення рентгенівськими променями 


Параметр, мкМ Доза опромінення 
0 Гр (контроль) 0,1 Гр 0,5 Гр 2,0 Гр 

санои 2,23+0,15 4,34+0,28' 5,27+0,72° 6,02+0,64" 
відновлений 
| лута пон. 0,037+0,01 0,06+0,02 0,18+0,06° 0,73+0,12° 
окиснений 
Загальна антиокси- 422,17478,13 538,12+69,22 414,38+53,80 317,81+47,34 
дантна активність 
Bmict Tbk- | 5,87-1,10 4,9440,87 6,31+1,48 8,04+2,77 
активних продуктів 
Вміст * * 

: oh 110,60+18,36 154,78=25,49 105,3 1=17,57 73,96+10,13 
вільних тіолів 

` _ статистичні відмінності від контролю при < 0,05 
Таблиця 2 


Вміст антиоксидантів, окисненого глутатіону і ТБК-активних продуктів y сім'яній рідині сперми кролів до i 
через з місяці після опромінення рентгенівськими променями 


Параметр, MKM Доза опромінення 

0 Гр (контроль) 0,1 Гр 0,5 Гр 2,0 Гр 
ПО 2,14+0,08 2,77+0,21' 3,62+0,44' 4,31+0,54" 
відновлений 
Мања 0,03+0,01 0,04+0,01 0,11+0,05' 0,37+0,09" 
окиснений 
Загальна 
антиоксидантна 417,17+54,16 465,44+51,85 410,56+39,72 359,33=27,11 
активність 
Вміст 
ТЬК-активних 5,92+0,88 5,06+0,91 5,73+0,74 7,25+1,05 
продуктів 
п. 102,31+13,98 131,66+14,51" 101,49+10,37 86,37-9,16 
вільних тіолів 


* . . . . . 
— статистичні відмінності від контролю при < 0,05 


BHCHOBKH 


1. На 10 добу після опромінення збільшення 
дозового навантаження на тварин призводить до 
суттєвого збільшення концентрації відновленого та 
окисненого глутатіону в сім'яній рідині з появою 
дефіциту відновлених еквівалентів при дозі в 2,0 Гр. 
За такої дози тотального опромінення загальна 
антиоксидантна активність B  сім'яній плазмі 
зменшилась до 75 % від контрольних значень, а вміст 
вільних тіолових груп - до 67 %; тоді як вміст ТЬК- 
активних продуктів збільшився, що вказує на 
посилення процесів перекисного окиснення ліпідів в 
спермі. 

2. На 10 добу після тотального опромінення кролів 
в дозі 0,1 Гр збільшення концентрації ГЅН і зростання 
загальної антиоксидантної активністі в см аши 
плазмі супроводжувалось як збільшенням вмісту 


вільних тіолових груп в сім'яній плазмі, так i 
пригніченням ПОЛ. При опроміненні дозою 0,5 Гр 
спостерігались лише невеликі зміни загальної 
антиоксидантної активністі, вмісту тіолових груп i 
ТБК-активних продуктів. 

3. Збільшення тривалості пострадіаційного періоду 
після тотального опромінення кролів до 3-х місяців 
призводило до нормалізації антиоксидантної 
активності 1 рівня перекисного окиснення ліпідів в 
сім'яній рідині. 
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ВЛИЯНИЕ ИОНИЗИРУЮЩЕЙ РАДИАЦИИ НА АНТИОКСИДАНТНЫЕ СВОЙСТВА СЕМЕННОЙ ЖИДКОСТИ 


СПЕРМЫ КРОЛЕЙ 
Кондратова Ю.А. 


Изучены количественные характеристики неферментативной антиоксидантной системы в семенной жидкости спермы 
кролей при тотальном облучении животных рентгеновскими лучами в дозах 0,1, 0,5, 12,0 Гр. Показано, что на 10 сутки 
после облучения увеличение дозовой нагрузки на животных до 2,0 Гр приводит к существенным изменениям содержания 
неферментативных антиоксидантов и усилению процессов перекисного окисления липидов в семенной жидкости спермы 
кролей. Через 3 месяца после облучения наблюдается нормализация антиоксидантной активности и уровня ПОЛ в 
семенной жидкости. 


Ключевые слова: семенная жидкость, глутатион, антиоксидантная активность, свободные тиоловые группы, перекисное 
окисление липидов. 


IMPACT OF IONAZING RADIATION ON THE ANTIOXIDANT PROPERTES OF SEMINAL PLASMA OF RABBIT 
SPERM 


Kondratova Yu.A. 


Quantitative characteristics of non-enzymatic antioxidant system of seminal plasma of rabbit sperm in conditions of whole body 
X- irradiation in doses 0.1, 0.5 and 2.0 Gy were studied. It was shown that of dose increase to 2.0 Gy leads to serious changes in 
contents of non-enzymatic antioxidants and enhancing of lipid peroxidation in seminal plasma of rabbit sperm on the 10-th day 
after irradiation. Normalization of antioxidant activity and lipid peroxidation in the seminal plasma took place over 3 months after 
irradiation. 


Key words: semen plasma, glutathione, antioxidant activity, free thiols, lipid peroxidation. 
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В работе было исследовано влияние импульсного магнитного поля крайне низкой частоты (8 Гц, 25 мкТл) на 
сократительную активность кольцевых гладких мышц саесит крысы. Было показано, что под действием магнитного поля 
угнетаются сокращения, вызванные аппликацией медиатора ацетилхолина и в большей степени индуцированные K`- 
деполяризацией плазматической мембраны. Установлено, что при действии магнитного поля наблюдаются достоверное 
увеличение времени достижения максимальной силы К -индуцированньх сокращений, а также уменьшение скорости 
расслабления препаратов. В работе обсуждаются возможные механизмы действия магнитного поля на гладкие мышцы 
кишечника. В частности, вероятным эффекторным звеном, на которое действует магнитное поле, могут быть 
потенциалуправляемые Са" -канальт плазматической мембраны. 


Ключевые слова: магнитное поле крайне НИЗКОЙ частоты, гладкие мышцы, вызванные сокращения, кинетические 


параметры сокращения 


ВВЕДЕНИЕ 


Технический прогресс сопровождается все более 
увеличивающимися  неспецифическими влияниями 
физико-химических факторов на организм человека. 
Одним из таких факторов являются магнитные пола, 
которые генерируются разнообразными источниками 
(высоковольтные линии электропередачи, бытовые 
приборы и Jp.) В настоящее время изучение 
биологических эффектов магнитных H 
злектромагнитньх полей является одной из наиболее 
проблемных областей биологии и медицины, которая 
привлекает пристальное внимание физиков, биологов, 
медиков и экологов. В настоящее время надежно 
установлена биологическая активность 
электромагнитных полей диапазона крайне низких 
частот. Наиболее большой массив данных накоплен 
относительно влияния на организм человека и 
животных магнитных полей промышленных частот 
50-60 Tu. Предложены разные гипотезы, 
объясняющие действие магнитных полей на живые 
объекты на уровне клеток и тканей [1, 2]. Одним из 
возможных первичных механизмов действия данного 
фактора может быть связан с модуляцией активности 
систем меж- и внутриклеточной регуляции. В 
частности, одним из проявлений такого действия 
могут быть феномены усиления или ослабления 
биологической активности разных веществ 
природного и синтетического происхождения [3, 4]. 

Доказано, что слабые магнитные поля могут 
изменять функциональную активность клеток 
возбудимых тканей. Показана способность слабых 


магнитных полей крайне низкой частоты (постоянных 
и переменных) взаимодействовать с Са" -каналами 
плазматической мембраны [5]. Аналогично, величина 
снижения возбудимости нейронов Helix aspersa, 
которое наблюдалось при действии 50 Гц магнитного 
поля, зависела от интенсивности, типа действия и 
длительности поля, а его эффект авторы объясняли 
ингибированием потенциал-управляемых Ca. 
каналов [6]. Однако, в миоцитах наблюдалось 
увеличение внутриклеточной концентрации ионов 
кальция, которое сопровождалось ингибированием 
пролиферации и дифференциации в первичной 
культуре клеток скелетных мышц [7]. Влиянием на 
кальциевый сигнал объясняют действие слабых 
магнитных полей на клетки иммунной системы [8]. 
Кроме влияния на ионный (кальциевый) гомеостаз и 
активность протеинкиназы С, для слабых магнитных 
полей была показана способность увеличивать в 
клетках Cepaea nemoralis продукцию МО и, таким 
образом, вызывать снижение | ноцицептивного 
эффекта опиоидов [9]. 

Вместе с тем, изменение мембранного потенциала 
в клетках возбудимых тканей (и, как результат — 
изменение магнитного поля) позволяет использовать в 
медицинских исследованиях кроме метода 
электромиографии также метод магнитомиографии. В 
частности, этот метод используют для анализа 
спонтанной активности гладких мышц матки [10]. 

Таким образом, изучение особенностей влияния 
слабых магнитных полей крайне низкой частоты на 
биологические объекты, особенно на возбудимые 
ткани, продолжает оставаться актуальной проблемой 


ВЛИЯНИЕ МАГНИТНОГО ПОЛЯ КРАЙНЕ НИЗКОЙ ЧАСТОТЫ НА ВЬІЗВАННУЮ К'-ДЕПОЛЯРИЗАЦИЕЙ 21 
И АЦЕТИЛХОЛИНОМ СОКРАТИТЕЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ ИНТЕСТИНАЛЬНЫХ ГЛАДКИХ МЫШЦ 


современной биофизики. В связи с этим, в данной 
работе изучали действие магнитного поля на 
сокращения гладкомышечных полосок слепой кишки 
крысы, вызванные К'-деполяризацией 
плазматической мембраны и медиатором 
холинорецепторов ацетилхолином. 


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 


В настоящем исследовании в изометрическом 
режиме регистрировали сократительную активность 
кольцевых гладких мышц слепой кишки (саесит) 
крысы. В опытах использовали нелинейных белых 
крыс-самцов популяции вивария Киевского 
национального университета имени Тараса Шевченко 
(средний вес животных составлял 220-250 г). 
Кольцевые полоски caecum (средний размер 1,5 x 10 
мм), очищенные от слизистой оболочки, помещали в 
рабочую камеру объемом 2 мл с проточным 
раствором Кребса (скорость протекания 4 мл/мин), 
термостатированную при 37 °С. Полоски находились 
при постоянном натяжении (10 мН); время 
врабатывания препарата (до появления спонтанных и 
вызванных сократительных ответов с постоянными 
параметрами) — около 1 часа. Регистрацию сигналов 
производили c помощью злектрического 
потенциометра H339. 

В зкспериментах использовали раствор Кребса 
(MM): 120,4 NaCl; 5,9 KCI; 15,5 NaHCO;; 1,2 МаНьРОД; 
1,2 MgCl; 2,5 CaCl; 11,5 глюкоза; pH раствора 
составлял 7,4. Вызванные сокращения индуцировали 
аппликацией ацетилхолина (AX, 10 мкМ) в растворе 
Кребса, а также  гиперкалиевого раствора (с 
концентрацией K' 80 MM), который готовили путем 
замещения в растворе Кребса части ионов Ма’ на 
эквимолярное количество ионов К°. 

Генерирование переменного магнитного поля 
крайне низкой частоты (частота 8 Гц, индукция 25 
мкТл) производили с помощью генератора Г6-28. 

В каждом случае исследования после регистрации 
контрольных сокращений, вызванных K- 
деполяризацией и АХ, препарат (после 
восстановления спонтанных сокращений постоянной 
амплитуды и частоты) подвергали предварительному 
действию магнитного поля (15 мин), и дальше на его 
фоне регистрировали вызванные К -деполяризацией и 
АХ сокращения. В части экспериментов исследования 
продолжали, индуцируя сокращения после 
отключения генератора магнитного поля. 

Сократительные ответы гладкомышечных полосок 
анализировали с помощью метода кинетического 
анализа Ф.Бурдыги и С.Костерина [11]. В его основе 
лежит линеаризация отдельно фаз сокращения 
(участок сократительного ответа от начала 
генерирования напряжения до его максимума) и 
расслабления (начиная от максимума напряжения 
препарата и дальше тоническая составляющая 
сократительного ответа) в координатах /'In[(f,, — 0/7; 
In t), где f — текущее значение силы сокращения, f — 
время и f, - величина максимальной силь. Время, B 


которое наблюдаєтся fos принимаєтся за начальную 


точку отсчета фазы расслабления. Из 
линеаризованной кривой рассчитывают показатели п 
(коэффициент крутизны графика) и t 


(характеристическое время, при котором значение 
силь сократительного ответа составляет f,/2). Эти 
показатели использовали для расчета независимых от 
fm показателей — нормированных максимальных 
скоростей (V4) фаз сокращения (Ус) и расслабления 
(Ма: 


n- nl 
аера) о а S. 
4пт 
Статистич еский анализ производили 


общепринятыми методами вариационной статистики. 
С помощью метода Шапиро-Уилка была 
подтверждена нормальность закона распределения 
генеральных совокупностей, к которым принадлежали 
данные. Для сравнения показателей максимальной 
силы сокращения (fm) и времени ее достижения (tm), а 
также нормированных максимальных скоростей фаз 
сокращения и расслабления (Vne и Vor), использовали 
парный і-критерий Стьюдента. Во всех случаях 
достоверными считали результаты при Р < 0,05. 
Результаты экспериментов представлены как среднее 
+ стандартная ошибка среднего. 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 


В работе изучали влияние магнитного поля на 
эффективность сокращений препаратов, 
активированных деполяризацией плазматической 
мембраны гладкомышечных клеток (так называемое 
электромеханическое сопряжение). Было установлено, 
что во всех случаях (п = 13) действие МП 
сопровождается угнетением | К'-индуцированньх 
сокращений (всреднем на 23%, Р <0,001), а их 
максимальное значение силы fm с (12,9 + 1,7) MH в 
контроле снижалась до (9,9 + 1,5) мН на фоне МП. В 
части случаев наблюдалось замедление развития 
сократительных ответов, таким образом, что f, 
достигалось достоверно позднее, чем в контроле 
(рис. 1). Таким образом, МП вызывало достоверное 
увеличение показателя f, ( с (0,36 + 0,04) мин. B 
контроле до (0,41 + 0,05) мин. на фоне МП 
соответственно, Р <0,05), которое, однако не 
отразилось на У. Помимо изменения амплитудных 
характеристик, имело место относительное 
замедление расслабления препаратов: Vs 
уменьшалась Ha 32,5% (P «0,01) (рис. 3). 

Последующее повторение экспериментов Hà этих 
же гладкомышечных препаратах при выключении МП 
и его повторном действии выявило расслоение 
эффектов: в 4 препаратах /, восстановилось до 
контрольного значения, в 5 препаратах - имело 
тенденции к восстановлению или осталось на уровне 
эффекта МП, и еще 4 препаратах наблюдалось 
дальнейшее снижение силы сокращения. Повторное 
действие МП вызывало достоверное снижение ју. 
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Рис. 1. Изменение К -вызванного (80 MM) сокращения 
гладкомышечных полосок caecum крысы под действием 
магнитного поля. 


контроль 


Рис. 2. Изменение ацетилхолин-вызванного (10мкМ) 
сокращения гладкомышечных полосок саесит крысы под 
действием магнитного поля. 
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Рис. 3. Влияние магнитного пола на механокинетические параметры сокращений гладкомышечных полосок 
саесит крысы. 

Примечание: Данные представлены в процентах относительно контрольных значений, принятых за 100%. 

* - достоверные отличия параметров (P «0,05, парный критерий Стьюдента). 

Обозначения: f, величина максимальной силы сокращения; t, — время максимального сокращения; 
У, - нормированная максимальная скорость; У» . нормированная максимальная фаза сокращения; V, - 


нормированная максимальная фаза расслабления. 


Известно, что возрастание внутриклеточной 
концентрации ионов кальция в случае индукции 
сокращения | К'-деполяризациєй обеспечивается 
входом Ca? через потенциал-управляемые Ca- 
каналы плазматической мембраны, а также их 
освобождением из внутриклеточных депо (через 
рианодин-чувствительные рецепторы-каналы 
саркоплазматического ретикулума) [12]. Кроме этого 
деполяризация мембраны с помощью КС! вызывает 
сенситизацию сократительного апарата к ионам Ca” 
через активацию киназы RhoA [13]. Исследования 
последних лет показали, uro в К’-индуцированное 
сокращение может обеспечивать дополнительный 


вклад также инозитол-1,4,5-трифосфат (ИТФ) 
активируя выход кальция через ИТФ-чувствительные 
рецепторы-каналы саркоплазматического ретикулума 
[14]. Таким образом, основываясь на данных 
литературы, наиболее вероятной мишенью действия 
магнитного поля в случае модификации K`- 
индуцированных сокращений могут быть потенциал- 
управляемые | Са" -каналь: Г-типа, хотя также 
необходима дополнительная проверка действия зтого 
фактора, в частности, на механизмы освобождения 
ионов кальция из саркоплазматического ретикулума и 
связанные с ними процессы активации Са - 
активируемых К’-каналов. Поскольку в процессе 
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проведения экспериментов не было использовано 
антагонистов рецепторов к нейромедиаторам 
(освобождение которых из интрамуральных нейронов 
вызывается деполяризацией), нельзя исключить 
влияния магнитного поля на эти механизмы. 

Главным возбуждающим нейромедиатором 
интестинальных гладких мышц есть ацетилхолин. 
Известно, что на мембране гладкомышечных клеток 
присутствуют  мускариновые рецепторы двух 
подтипов (М2 и M3) [15]. Вызванное ацетилхолином 
сокращение двухкомпонентно: на начальном этапе 
действия медиатора развивается быстрый 
сократительный ответ (фазное сокращение, 
опосредованное активацией сопряженных с Буп- 
белками МЗ -холинорецепторов), который переходит B 
длительное тоническое сокращение (опосредованное 
М2-холинорецепторами, сопряженными с Goji- 
белками) [16]. 

Сокращения, индуцированные  ацетилхолином, 
оказались менее чувствительными к действию МП. 
При действии данного фактора существенное 
снижение f, (на 15% и более) было зарегистрировано 
на половине гладкомышечных препаратов (6 из 13) 
(рис. 2). Тем не менее, статистический анализ всего 
массива данных позволил выявить достоверное 


уменьшение fm на 11% (P = 0,036, п = 11) 
относительно контрольных значений. Остальные 
механокинетические показатели ацетилхолин- 


индуцированных сокращений (tm, Г и Г,,) оставались 
на уровне контрольных значений (рис. 3). Как видно, 
под действием магнитного поля изменение 
ацетилхолиновых сокращений было значительно 
слабее по сравнению с ответами на K` 
деполяризацию, а также при этом не менялось 
соотношение величин фазного и тонического 
компонентов. Можно высказать предположение, что 
уменьшение магнитным полем вызванных 
ацетилхолином сокращений препаратов саесит 
связанно с ингибированием потенциал-зависимого 
входа ионов Ca^" в гладкомышечные клетки. 
Наиболее вероятной мишенью, которую 
модифицирует магнитное поле в гладких мышцах 
кишечника, могут быть потенциал-управляемые Ca”- 
каналы плазматической мембраны І типа, хотя нельзя 
также исключить чувствительность к МП Ca” = 
зависимых K -каналов 


ВЫВОДЫ 


Таким образом, импульсное магнитное поле 
частотой 8 Гц 25 индукцией мкТл угнетает вызванные 
сокращения гладких мышц кишечника, изменяя при 
этом характер протекания сократительных ответов, 
индуцированных  деполяризацией (в частности, 
тонической составляющей). Наиболее вероятной 
мишенью, которую модифицирует магнитное поле в 
интестинальных гладких мышцах, могут быть 
потенциал-управляемые Са" '-каналь плазматической 
мембраны. 
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ВПЛИВ МАГНІТНОГО ПОЛЯ НАДНИЗЬКОЇ ЧАСТОТИ HA ВИКЛИКАНУ К'-ДЕПОЛЯРИЗАЦІЄЮ 
І АЦЕТИЛХОЛІНОМ СКОРОЧУВАЛЬНУ АКТИВНІСТЬ ІНТЕСТИНАЛЬНИХ ГЛАДЕНЬКИХ М'ЯЗІВ 


Цимбалюк О.В., Мартинюк В.С. 


У роботі було досліджено вплив імпульсного магнітного поля наднизької частою 8 Гц 25 мкТл на скорочувальну активність 
кільцевих гладеньких м'язів саєсит щура. Було показано, що під дією магнітного поля пригнічуються скорочення, 
викликані аплікацією медіатора ацетилхоліну і в більшій мірі індуковані K -деполяризацією плазматичної мембрани. 
Встановлено, що при впливі магнітного поля спостерігаються достовірне збільшення часу досягнення максимальної сили 
К «індукованих скорочень, а також зменшення швидкості розслаблення препаратів. В роботі обговорюються можливі 
механізми дії магнітного поля на гладенькі м'язи кишечнику. Зокрема, ймовірною ефекторною ланкою, на яку діє магнітне 
поле, можуть бути потенціалкеровані Са“ -канали плазматичної мембрани. 


Ключові слова: магнітне поле наднизької частоти, гладенькі м'язи, викликані скорочення, кінетичні параметри скорочення. 


INFLUENCE OF EXTREMELY LOW FREQUENCY MAGNETIC FIELD ON THE CAUSED ВУ K- 
DEPOLARIZATION AND BY ACETYLCHOLINE CONTRACTION ACTIVITY OF THE INTESTINAL SMOOTH 
MUSCLES 


Tsymbalyuk O.V., Martyniuk V.S. 


The influence of extremely low frequency magnetic fields 8 Hz 25 uT to the contractile activity of circular smooth muscles of rat 
caecum was investigated. It was shown that magnetic field suppressed the contractions caused by the application of the mediator 
acetylcholine and also K -induced depolarization of plasmatic membranes. Magnetic field increases the time of reaching the 
maximum force of K -induced contractions and also decreases velocity of the relaxations. The possible mechanisms of the action of 
magnetic field on intestinal smooth muscles are discussed. In particularly, the probable effector component, that sensitive to magnetic 
field, can be the voltage-gated Са" -channels of plasmatic membrane. 


Key words: extremely low frequency magnetic field, smooth muscles, evoked contractions, kinetic parameters of contractions. 
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МОРФОФУНКЦІОНАЛЬНІ ЗМІНИ B ТЕСТИКУЛАХ ЩУРІВ ПРЕПУБЕРТАТНОГО ВІКУ 
ПІД ВПЛИВОМ КІССПЕПТИНА НА ФОНІ БЛОКАДИ ТА АКТИВАЦІЇ АЛБФА- 
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Установлена активація функції тестикул у щурів препубертатного віку після введення кісспептина як на фоні фізіологічного 
розчину, так і в комбінації з празозином і мелатоніном. Натомість, ін'єкції антагоніста кісспептинових рецепторів 
спричинили інактивацію гонад як на фоні фізіологічного розчину, так і в комплексі з мезатоном і мелатоніном. 


Ключові слова: тестикули, кісспептин, мезатон, празозин, мелатонін. 


ВСТУП 


Кісспептин був відкритий 1999 року в місті Херші, 
штат Пенсільванія. В 2001 році його ідентифікували 
як ендогенний ліганд орфанового С-білок спряженого 
рецептора ОРЕ54 [1]. Білок є продуктом гена Kissl, 
який відомий як супресор метастазів [2]. Ліганд 
спочатку іменували метастином, та в даний час 
називають  кісспептином. Продукт гена  Kissl 
складається зі 145 амінокислот. Високі рівні експресії 
як рецептора, так 1 як пептида, спостерігаються в 
плаценті, більш низькі рівні - в мозку, зокрема, в 
гіпоталамусі та гіпофізі. мРНК Kisslr (рецептора) в 
щурів була виявлена в таких регіонах мозку, як міст, 
середній мозок, таламус, гіпоталамус, гіпокамп, 
мигдалина, кора 1 смугасте тіло, а також у печінці та 
кишечнику [3]. Інші дослідження також підтвердили 
локалізацію Kisslr мРНК у вищезазначених областях 
мозку, в тому числі діагональних смугах Брока, 
медіальних перегородках, медіальній преоптичній 
області, бічній преоптичній області, преоптичному 
ядрі гіпоталамуса [4]. Kisslr | мРНК також 
експресувалася в гіпофіз [5] мРНК  Kissl 
(кісспептина) була виявлена в центральній нервовій 
системі 1, зокрема, в таких гіпоталамічних ділянках, 
як аркуатне ядро, антеровентральне 
перивентрикулярне ядро 1 преоптичне ядро. [6]. 
Експресія мРНК К15$1 також спостерігалася в гіпофізі, 
аркуатному, паравентрикулярному і 
вентромедіальному ядрах гіпоталамуса [7]. 

Важливу роль кісспептина і його рецептора в 
регуляції репродуктивної системи було вперше 
зазначено B дослідженнях мутацій рецепторів 
кісспептина в деяких пацієнтів з ідіопатичним 
гіпогонадотропним гіпогонадизмом [8] 1 підтверджено 


на моделі трансгенних мишей. Кісспептин відтоді 
визнаний основним регулятором гіпоталамо- 
гіпофізарно-гонадної осі, що керує пубертатом, все в 
більшої кількості видів тварин. Кісспептин стимулює 
вивільнення гонадотропіну (ГнРГ). ГнРГ є прямим 
посередником цього ефекту, як було показано у мавп 
[9], овець [10], свиней [11] 1 кіз [12]. Антагоністи 
ГнРГ блокують кісспептин-індуковане вивільнення 


гонадотропінів [13]. Подальші дослідження 
встановили, що ГнРГ- нейрони експресують 
рецептори  кісспептина [4, 10]. І ключові 
експерименти 3  Kisslr- i Кіѕ51-нокаутованими 


мишами показали, що функціональний рецептор 
кісспептина необхідний для секреції ГнРГ 1 викиду 
лютеїнізуючого гормону (ЛГ) та 
фолікулостимулюючого гормону (ФСГ) [8, 14]. 
Дослідження механізму комунікації між кісспептином 
1 ГнРГ нейронами методом c-Fos iMyHOpeakTHBHOCTI 
виявили, що активність ГнРГ-нейронів збільшується 
під дією кісспептина [4], 1 що кісспетин деполяризує 
ГнРГ-нейрони [15]. 

Існує чимало доказів того, що кісспептин- 
рецепторна сигналізація необхідна для початку 
статевого дозрівання. Люди 1 миші з порушенням 
Kisslr або гена Kissl не в змозі пройти через пубертат 
[8, 14]. Введення кісспептина щурам препубертатного 
віку індуковало передчасний пубертат, B той час як 
центральні ін'єкції антагоністом кісспептина 
затримували статеве дозрівання [16]. У пубертатний 
період зростає зв'язок між кісспептином 1 ГнРГ- 
нейронамии, що проявляється в збільшенні 
гіпоталамічної експресії мРНК Kiss] i  Kisslr, 
збільшенні контактів між волокнами ГнРГ-нейронів i 
підвищенні чутливості ГнРГ-нейронів до 
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кісспетина. Кісспетин також може діяти на рівні 
гіпофіза, хоча це остаточно не доведено і вимагає 
подальшого розслідування [17]. Все більше даних 
свідчать про те, що система кісспетин-рецептор 
кісспетина інтегрує два метаболічних сигнали, 3 
одного боку - харчування та обмін речовин [18], з 
іншого боку - сигнали навколишнього середовища (в 
тому числі фотоперіод) [19], та впливає на 
репродуктивну систему. 

Гонадостимулюючий ефект альфа-адренергічної 
системи головного мозку загальновизнаний |20, 211, 
але взаємодія механізмів кісспептинергічної та альфа- 
адренергічної активації гонад остаточно не вивчена. 
Тому метою даної роботи було дослідження впливу 
кісспетина на активність тестикул статевонезрілих 
щурів за умов активації та блокади альфа- 
адренорецепторів 1 при введенні мелатоніна. 
Оцінювалися зміни діаметра тестикулярних канальців 
та площі поперечного перерізу ядер клітин Лейдіга, 
які є показниками функціональної активності 
репродуктивної системи в самців. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Експеримент проведений на 50 самцях білих 
нелінійних щурів Rattus norvegicus одномісячного віку 
масою 55-60 г. Відповідно координатам атласу мозку 
щура [22] у перебігу стереотаксичної операції 
досліджувався вплив інтрацеребрального введення 
кісспептина (метастин -(45-54)-амід, Sigma, США) на 
гонади, а також його комбінації з гормоном епіфізу 
мелатоніном  (віта-мелатонін, ВАТ «Київський 
вітамінний завод», Україна) і альфа- 
адреноблокатором празозином (празозин-ратіофарм, 
Меркле Гмбх, Німеччина). Також досліджувався 
вплив  інтрацеребрального введення блокатора 
кісспептинових рецепторів (кісспептин-234- 
трифлюороацетат, Sigma, США), а також його 
комбінованого введення в комплексі з мелатоніном та 
альфа-адреноміметиком мезатоном (ТОВ «Дослідний 
завод «ГНЦЛС», Україна). 

Контрольну групу складали щури, які отримували 
ін'єкції по 0,5 мл 0,9 % ізотонічного розчину хлориду 
натрія (AT3T по виробництву інсулінів "Індар", 
Україна) один раз на добу. Ведення кісспептина 
здійснювалося протягом трьох діб до взяття матеріалу 
інтрацеребрально у лівий шлуночок мозку на 
стереотаксичному приладі за допомогою спеціально 
переобладнаного шприця у дозі 3 мкг/100 г ваги тіла 
один раз на добу. Блокатор кісспептинових рецепторів 
ін'єкувався протягом трьох діб до взяття матеріалу 
інтрацеребрально у лівий шлуночок мозку на 
стереотаксичному приладі за допомогою спеціально 
переобладнаного шприця у дозі 3 мкг/100 г ваги тіла 
один раз на добу. Мелатонін вводився перорально 
протягом 10 діб до взяття матеріалу в дозі 100 мкг/100 
г ваги тіла один раз на добу. Празозин вводили 
перорально протягом 10 діб до взяття матеріалу у дозі 
100 мкг/100 г ваги тіла один раз на добу. Мезатон 
вколювався парентерально протягом 10 діб до взяття 


матеріалу у дозі 100 мкг/100 г ваги тіла один раз на 
добу. 

Експериментальний | матеріал оброблявся за 
стандартною гістологічною методикою. На мікротомі 
LKB Ultratom ME Ш ТУР 888802 виготовлялися 
препарати гонад товщиною 5 мкм, які фарбували 
гематоксиліном та еозином. На гістологічних 
препаратах за допомогою мікроскопа Olympus ВХ51 i 
системи аналізу зображень Olympus DP-Soft 32 
вимірювали площу поперечного перерізу ядер клітин 
Лейдіга при збільшенні Х400 та діаметр тестикулярних 
канальців при збільшенні X100. Отримані виміри 
аналізувалися за допомогою методів варіаційної 
статистики. Статистична вірогідність змін між 
морфометричними показниками контрольних та 
піддослідних груп шурів оцінювали за і-критерієм 
Стьюдента. Достовірною вважали різницю між 
контрольними та піддослідними серіями при р<0,05. 
Статистична обробка даних здійснювалася за 
допомогою програмного забезпечення Sewws Statistica 
7.0. for Windows. 


РЕЗУЛЬТАТИ TA ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


У щурів контрольної групи (ФР), яким вводили 
лише фізіологічний розчин, площа поперечного 
перерізу ядер клітин Лейдіга становить 10,33+0,09 
мкм" , а діаметр тестикулярних канальців - 
152,74+0,86 мкм. Площа поперечного перерізу ядер 
клітин Лейдіга достовірно зменшилася в щурів після 
введення  блокатора  кісспептинових рецепторів 
кісспептин-234-трифлюороацетата на фоні 
фізіологічного розчину (ФР+Бл) (7,4950,11 мкм”). 
Також у цій групі зменшився діаметр тестикулярних 
канальців (140,47-0,63 мкм), порівняно 3 
контрольною групою. Щури, яким вводили 
кісспептин на фоні фізіологічного розчину (ФР--Кіс), 
продемонстрували достовірне зростання показників 
площі поперечного перерізу ядер клітин Лейдіга 
(15,64+0,09 мкм”) та діаметра тестикулярних 
канальців (167,57+0,67 мкм), в порівнянні з тваринами 
групи ФР. Таким чином, зменшення морфометричних 
параметрів гонад піддослідних щурів пояснюється 
гальмуванням функції гонад після введення 
антагоніста кісспептинових рецепторів. Натомість, 
ін'єкції кісспептина на фоні фізіологічного розчину 
проявилися в достовірному збільшенні вимірюваних 
показників активност тестикул, що вказує на 
активацію репродуктивної функції, 1 це не суперечить 
отриманим експериментальним даним інших 
дослідників [13]. 

Щури, які отримували ін'єкції мелатоніном (Мел), 
проявили достовірне | зростання за обома 
вимірюваними параметрами: площею поперечного 
перерізу ядер клітин Лейдіга (12,26+0,08 мкм”) та 
діаметром  тестикулярних канальців (160,66+0,47 
мкм), порівняно з контрольною групою. Показник 
площі поперечного перерізу ядер клітин Лейдіга 
зазнав статистично достовірного зменшення в групі 
щурів, які отримували блокатор кісспептинових 
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рецепторів на фоні мелатоніна (Мел+Бл) 
(8,73+0,06 мкм”), на відміну від тварин групи Мел. 
Діаметр тестикулярних канальців також достовірно 
зменшився в групі щурів після введення блокатора 
кісспептинових рецепторів (153,66+0,56 мкм), 
порівняно з групою тварин, яким вводили лише 
мелатонін. Група тварин, якій ін'єкувався кісспептин 
на фоні мелатоніна (Мел+Кіс), проявила достовірне 
зростання площі поперечного перерізу ядер клітин 
Лейдіга (16,12+0,07 мкм?) та діаметра тестикулярних 
канальців (170,29+05 мкм), в порівнянні з щурами 
групи Мел. Загалом можна констатувати активацію 
функції тестикул під дією мелатоніна в досліджуваній 
концентрації. При введенні мелатоніна з кісспептином 
морфометричні параметри гонад показали ще більшу 
активацію, ніж при ін'єкціях одним мелатоніном. 


Отримані дані свідчать про гонадостимулюючий 
вплив одочасного введення мелатоніна і кісспептина, 
що не суперечить попередньому висновку про 
кісспептинопосередкований характер 
гонадостимулюючого ефекту мелатоніна в 
одномісячних щурів. Але після впливу блокатора 
рецепторів кісспептина на фоні мелатоніна площа 
поперечного перерізу ядер клітин Лейдіга і діаметр 
тестикулярних канальців достовірно зменшувалися, 
що пов'язується з пригніченням функції гонад. Отже, 
блокада рецепторів кісспептина знімала активацію 
тестикул, що дає підставу припустити наявність 
певного гонадостимулюючого ефекту мелатоніна. 
Аналогічний ефект блокатора кісспетинових 
рецепторів спостерігали й інші автори [16]. 


Таблиця 1 
Площа поперечного перерізу ядер клітин Лейдіга та діаметр тестикулярних канальців 
Troma перер SAED Діаметр тестикулярних 
Параметр клітин Лейдіга, мкм”, ; 
канальців, мкм, Мет 
Група Мет 
Фізіологічний розчин 10,33+0,09 152,74+0,86 
Фізіологічний розчин+блокатор 7,49+0,11* 140,47+0,63* 
Фізіологічний розчин+кісспетин 15,64+0,09* 167,57+0,67* 
Мелатонін 12,26+0,08* 160,66+0,47* 
Мелатонін+блокатор 8,73+0,06^ 153,66+0,56^ 
Мелатонін+кісспептин 16,12+0,07" 170,29+05" 
Мезатон 12,98+0,11% 166,30+07* 
Мезатон-блокатор 8,83+0,08^ 152,68=0,76^ 
Празозин 7,95+0,07* 140,43+0,68* 
Празозин+кісспептин 11,89+0,08" 159,09+0,68" 
- p<0,05, порівняно з групою ФР; 
* p<0,05, порівняно з відповідною групою без кісспептина; 
^ - p<0,05, порівняно з відповідною групою без блокатора. 
Група щурів після введення мезатона (Мез)  кісспептинопосередкованої дії альфа-адренергічної 


показали достовірне зростання показників площі 
поперечного перерізу ядер клітин Лейдіга (12,98+0,11 
мкм”) і діаметра тестикулярних канальців (166,30+07 
мкм), порівняно з контрольною групою ФР. Ці ж 
морфометричні показники достовірно зменшилися в 
тварин після введення блокатора кісспептинових 
рецепторів на фоні мезатона (Мез+Бл), в порівнянні з 
групою Мез. Площа поперечного перерізу ядер клітин 
Лейдіга в щурів групи Мез+Бл становить 8,83+0,08 
мкм" , а діаметр тестикулярних канальців - 
152,68+0,76 мкм. Так, збільшення досліджуваних 
параметрів  тестикул  одномісячних щурів після 
введення мезатона в даному дослідженні відбулося в 
результаті стимуляції альфа-адренорецепторів та 
подальшої активації гонад. А зменшення площі 
поперечного перерізу ядер клітин Лейдіга 1 діаметра 
тестикулярних канальців у групі тварин, яким 
вводили антагоніст кісспептинових рецепторів на 
фоні мезатона, пояснюється інактивацією функції 
тестикул. Отже, блокада кісспептинових рецепторів 
гальмувала прояв  гонадостимулюючого ефекту 
мезатона, що також може свідчити на користь 


системи на гіпоталамо-гонадну вісь. 


Вимірювані параметри тварин, яким вводили 
празозин (Пр), зазнали статистично достовірного 
зменшення, в порівнянні з показниками щурів 


контрольної групи. Так, площа поперечного перерізу 
ядер клітин Лейдіга в тварин групи Пр сягає 
7,95+0,07 мкм’, а діаметр тестикулярних канальців — 
140,43+0,68 мкм. Після ін'єкцій кісспептина на фоні 
празозина (Пр+Кас) достовірно збільшилася як площа 
поперечного перерізу ядер клітин Лейдіга (11,89+0,08 
мкм”), так 1 діаметр  тестикулярних канальців 
(159,09+0,68 мкм), порівняно з щурами групи Пр. 
(Таблиця 1). Достовірне зменшення морфометричних 
параметрів гонад у щурів, які отримали празозин, 
демонструє зниження функції тестикул у 
досліджуваних щурів. Таким чином, блокада альфа- 
адренергічної системи призводить до гальмування 
репродуктивної функції гонад піддослідних тварин. 
Активуючий ефект кісспептина проявився в зростанні 
площі поперечного перерізу ядер клітин Лейдіга 1 
діаметра тестикулярних канальців, незважаючи на 
комбінований вплив празозина. З отриманих даних 
випливає, що активація гонад здійснюється за участі 
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як альфа-адренергічної, так 1 кісспептинергічної 
системи одночасно. Блокада будь-якої з цих систем 
призводить до інактивації гонад. 


ВИСНОВКИ 


У щурів одномісячного віку введення кісспептина 
спричинило гонадостимулюючий ефект, який 
проявився в зростанні вимірюваних морфометричних 
параметрів гонад (площі поперечного перерізу ядер 
клітин Лейдіга 1 діаметра тестикулярних канальців). 
Активація гонад під дією кісспептина спостерігалася 
навіть при комбінованому впливі празозина. Мезатон 
1 мелатонін також вплинули на збільшення 
морфометричних параметрів гонад, що вказує на 
активацію функції останніх. Введення празозина 
спричинило інактивацію тестикул щурів, на що 
вказувало зменшення досліджуваних морфомет- 
ричних параметрів. Ін'єкції антагоніста кісспеп- 
тинових рецепторів гальмували активність тестикул у 
тварин, що підтверджувалося зменшенням 
відповідних морфометричних параметрів гонад. 
Блокада кісспептинових рецепторів гальмувала прояв 
гонадостимулюючого ефекту мезатона та знімала 
активацію тестикул внаслідок дії мелатоніна, що може 
свідчити про кісспептинопосередковану дію альфа- 
адренергічної системи на гіпоталамо-гонадну вісь. 
Активація гонад здійснюється за участі як альфа- 
адренергічної, так 1 кісспептинергічної системи 
одночасно. Блокада будь-якої з цих систем 
призводить до інактивації гонад. 
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МОРФОФУНКЦІОНАЛЬНІ ЗМІНИ B ТЕСТИКУЛАХ ЩУРІВ ПРЕПУБЕРТАТНОГО ВІКУ ШД ВПЛИВОМ КІССПЕПТИНА 29 
НА ФОНІ БЛОКАДИ ТА АКТИВАЦІЇ АЛЬФА-АДРЕНОРЕЦЕПТОРІВ І ПРИ ВВЕДЕННІ МЕЛАТОНІНА 


МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ B ТЕСТИКУЛАХ КРЫС ПРЕПУБЕРТАТНОГО ВОЗРАСТА ПОД 
ВОЗДЕИСТВИЕМ КИССПЕПТИНА HA ФОНЕ БЛОКАДЫ И АКТИВАЦИИ АЛЬФА-АДРЕНОРЕЦЕПТОРОВ И 
ПРИ ВВЕДЕННИИ МЕЛАТОНИНА 


Матвиенко М.Г., Пустовалов А.С., Бузинская Н.А., Дзержинский Н.Э. 
Установлена активация функции тестикулу крыс  препубертатного возраста после введения кисспептина как на 
фоне физиологического раствора, так и в комбинации с празозином и мелатонином. Напротив, инъекции антагониста 


кисспептиновых рецепторов вызвали инактивацию гонад как на фоне физиологического раствора, таки в комплексе с 
мезатоном и мелатонином. 


Ключевые слова: тестикулы, кисспептин, мезатон, празозин, мелатонин. 


MORPHOFUNCTIONAL CHANGES IN PREPUBERTAL RAT TESTES UNDER KISSPEPTIN INFLUENCE AGAINST 
BLOCKADE AND ACTIVATION OF ALPHA-ADRENERGIC RECEPTORS AND MELATONIN ADMINISTRATION 


Matvienko M.G., Pustovalov A.S., Buzynska N.O., Dzerzhinsky M.E. 


Activation oftesticular function is revealed in prepubertal rats after kisspeptin administration both comparing to phisiological 
solution and in combination with prazosin and melatonin. In contrast, injections of kisspeptin receptor antagonist resulted 
inactivation of the gonads both comparing to phisiological solution and in in complex with mezaton and melatonin. 


Key words: testes, kisspeptin, mezaton, prazosin, melatonin. 
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Досліджено вплив важких металів (міді, цинку, кадмію, свинцю) на вміст цитохромів P-450 i bs та активність ферментів 


печінки щурів. 


Встановлено зниження вмісту досліджуваних цитохромів та зменшення активності 


глюкозо-б- 


фосфатдегідрогенази 1 6-фосфоглюконатдегідрогенази у печінці інтоксикованих щурів. 


Ключові слова: цитохром P-450 i bs, глюкозо-6-фосфатдегідрогеназа, 6-фосфоглюконатдегідрогеназа, НАДН, НАДФН, міді 


сульфат, цинку сульфат, кадмію сульфат, свинець азотнокислий. 


ВСТУП 


На сьогоднішній день в результаті антропогенної 


діяльності використовується більше 70 тисяч 
чужорідних для організму речовин, які називають 
ксенобіотиками. Надійшовши до організму 


ксенобіотики, у тому числі і важкі метали, зазнають 
біотрансформації в печінці завдяки наявності в 
ендоплазматичному ретикулумі гепатоцитів широкого 
спектру ферментів. Серед них особливу роль відіграє 
система гемопротеїнів Р-450. Реакції гідроксилювання 
ксенобіотиків, які забезпечує система мікросомальних 
монооксигеназ, спрямовані на захист живих систем 
від накопичення в них гідрофобних сполук. 

Цитохроми Р-450 i bs, а також НАДФН- i НАДН- 
редуктази належать до монооксигеназної системи, що 
є унікальною за різноманітністю субстратів їхньої дії 1 
типів реакцій [1-3]. З численних компонентів тільки 
цитохром Р-450 (неспецифічна монооксигеназа, КФ 
1.14.14.1) здатен активувати молекулярний кисень за 
участю електронів, донором яких є НАДФН і 
цитохром bs (рис.1). 


Э 


НАДФН-цитохром Р450-редуктаза 


[Fe*O0H| 
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о 
е = |Fe2*] 
ROH | H02--07« Ht _ 
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НАДН-цитохром Р450-редуктаза 


НАДН 
Рис. 1. Гідроксилювання субстрату (RH) в НАДФН- 
цитохром-Р-450-залежній монооксигеназній системі. 


Метою досліджень було вивчення впливу важких 
металів (міді, цинку, кадмію, свинцю) на вміст 
цитохромів P-450 1 bs та активність НАДФН- 
генеруючих ферментів (глюкозо-б- 
фосфатдегідрогенази — КФ 1.1.1.49 i 6 
фосфоглюконатдегідрогенази - КФ 1.1.1.44) печінки 
щурів. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Досліди проводили на білих нелінійних щурах- 
самцях, одного віку, масою 180-200 г., впродовж 14 
діб. Було утворено п'ять груп тварин: перша - 
інтактні (контроль), друга - тваринам перорально 
вводили розчин міді сульфату в дозі 1/10 від ЛДо, 
третя - щурам перороально вводили розчин цинку 
сульфату в доз! 1/20 від ЛД, четверта - тваринам 
перорально вводили розчин кадмію сульфату в дозі 
1/30 від ЛДу, п'ята - тваринам перорально вводили 
розчин свинцю азотнокислого в дозі 1/50 від JI/Iso. 
Щурів декапітували під ефірним наркозом та 
відбирали тканини печінки для подальших 
досліджень. Вся робота проводилась відповідно до 
конвенції Ради Європи щодо захисту хребетних 
тварин, яких використовують у наукових цілях. 

Для дослідження брали печінку, яку відмивали 
через воротну вену охолодженим 1% розчином КС та 
гомогенізували в 0,05 М трис-НСІ буфері (pH 7,5), що 
містив 0,025 М сахарози, 0,005 М MgCl, 0,025 M KCl, 
0,008 M CaCl. Мікросомальну фракцію печінки 
одержували за методом [4]. Усі процедури виконували 
з дотриманням холодового режиму (+4°C). Стан 
монооксигеназної системи печінки оцінювали за 
вмістом цитохромів P-450 i bs, які визначали 3a 
методом [5] та активністю п-нітрофенолгідроксилази - 
маркеру цитохрому Р-450 [6]. 

Активність глюкозо-6-фосфатдегідрогенази 1 
6-фосфоглюконатдегідрогенази визначали за методом 


[7]. 
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ВПЛИВ ВАЖКИХ МЕТАЛІВ НА ВМІСТ ЦИТОХРОМІВ P-450 І Б; TA АКТИВНІСТЬ ФЕРМЕНТІВ ПЕЧІНКИ ЩУРІВ 


Стан вільнорадикальних процесів y 
мікросомальній фракції печінки визначали за 
швидкістю НАДФН накопичення продуктів реакції з 
тіобарбітуровою кислотою (ТБК) за методом [8]. 
Вміст білка у мікросомальній фракції печінки 
визначали згідно [9]. Експериментальні дані 
обробляли статистично з використанням і-критерію 
Ст'юдента [10]. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Встановлено, що вміст мікросомальних 
цитохромів Р-450 1 65 за умов інтоксикації іонами міді, 
цинку, кадмію та свинцю (рис.2) знизився у всіх 
дослідних групах. Зокрема цитохром Р-450 знизився: 
в другій групі на 14 %, в третій на 12 96, в четвертій Ha 


Контроль 


Інтоксиковані міддю 
щурі 


Мікросомальні цитохроми 


27 %, в п'ятій на 21 %, по відношенню до 
контрольних тварин. Зниження вмісту цитохрому bs 
реєструвалось: при введенні міді сульфату на 16 %, 
при введенні цинку сульфату на 14 %, при введенні 
кадмію сульфату на 31 %, при введенні свинцю 
азотнокислого на 25 %, відносно контролю. Більш 
виразне зниження цитохромів встановлено за умов 
інтоксикації іонами кадмію. 

Таке зменшення ймовірно, зумовлене переважанням 
швидкості процесів деградації молекул цитохрому Р- 
450 внаслідок активації процесів ферментативного 
пероксидного окиснення ліпідів (ПОЛ) в мікросомах. 
Зниження вмісту цитохрому bs, можливо, пов'язане 13 
порушеннями у | функціонуванні електронно- 
транспортного ланцюга. 


Інтоксиковані цинком Інтоксиковані кадмієм Інтоксиковані свинцем 


щурі щурі щурі 


Групи тварин 


Рис. 2. Вміст мікросомальних цитохромів в печінці щурів після інтоксикації іонами міді, цинку, кадмію та свинцю 


(Мета, п=8). 


Таблица 1 


Активність НАДФ-залежних депдрогеназ в печінці щурів за умов інтоксикації іонами важких металів, 
нмоль НАДФН/иг білка за хв. (M+m, п=8) 


Групи тварин Глюкозо-6-фосфатдегідрогеназа 6-фосфоглюконатдегідрогеназа 
Контроль 22,7+2,3 34,3=2,1 
Інтоксиковані CuSO, 20,1=1,8 33,1=2,6 
Інтоксиковані ZnSO, 19,8+1,7 32,9=2,4 
Інтоксиковані CdSO, 17,2+1,5% 30,5+2,2 
Інтоксиковані Pb(NO;); 18,4=1,9* 31,2+2,8 


Примітка: * – Р<0,05 – відносно контролю. 


Таблиця 2 


Швидкість НАДФН накопичення продуктів реакції з тіобарбітуровою кислотою в мікросомальній фракції печінки 
щурів за умов інтоксикації іонами важких металів (M+m, п=8) 


Групи тварин 


Швидкість НАДФН -залежного утворення 
ТБК-продуктів, нмоль/ хвемг білка 


Контроль 0,341+0,02 
Інтоксиковані CuSO, 0,689+0,07* 
Інтоксиковані ZnSO, 0,697+0,08* 
Інтоксиковані CdSO, 0,793=+0,09* 

Інтоксиковані Pb(NO;); 0,824+0,06* 


Примітка: * — P<0,05 — відносно контролю. 


Дослідження активності НАДФН-генеруючих 
ферментів — глюкозо-6-фосфатдегідрогенази 1 6- 
фосфоглюконатдегідрогенази при дії важких металів 
наведено в табл. 1. Встановлено зниження активності 


обох досліджуваних ферментів, що каталізують 
НАДФ-залежне дегідрування субстратів. 

За умов інтоксикації іонами важких металів (всі 
дослідні групи) спостерігалось зростання НАДФН- 
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залежного ПОЛ (табл. 2) у 2 рази, по відношенню до 
контрольної групи. 

Значне посилення саме ферментативного ПОЛ є 
очевидним свідченням залучення до процесу 
монооксигеназної системи. Одержані результати 
узгоджуються з даними літератури щодо високої 
оксидазної активності цитохрому Р-450 за рахунок 
утворення активних форм кисню та ініціації 
залежного від НАДФН пероксидного окиснення 
ліпідів [11-12]. Можливо, продукти ПОЛ взаємодіють 
із вільними аміногрупами апобілків, що 
супроводжується зниженням вмісту цитохрому Р-450. 


ВИСНОВКИ 


В результаті проведених досліджень встановлено 
зниження вмісту цитохромів P-450, bs i активност 
НАДФ-залежних дегідрогеназ, що може бути 
причиною гіперпродукції вільних радикалів та 
активних форм кисню, які створюють передумови для 
розвитку окисного стресу. Отримані дані 
підтверджують участь цитохромів у токсичній 
біотрансформації ксенобіотиків, що призводить до 
формування захисних реакцій в організмі та запобігає 
ушкодженню печінки. 
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ВЛИЯНИК ТЯЖЕЛЬХ МЕТАЛЛОВ НА СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОХРОМОВ P-450 И bs И АКТИВНОСТБ 


ФЕРМЕНТОВ ПЕЧЕНИ KPbIC 
Цудзевич b.A., Калинин H.B., Петрук H.A. 


Исследовали влияние тяжелых металлов (меди, цинка, кадмия, свинца) на содержание цитохромов Р-450 и b; и активность 
ферментов печени крыс. Установлено снижение содержания исследованых цитохромов и уменьшение активности 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы и 6-фосфоглюконатдегидрогеназы в печени крыс при интоксикации. 


Ключевые слова: цитохром Р-450 и bs, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа, 6-фосфоглюконатдегидрогеназа, НАДН, 
НАДФН, меди сульфат, цинка сульфат, кадмия сульфат, свинец азотнокислый. 


INFLUENCE OF HEAVY METALS ON CONTENT СУТОСНКОМЕ Р-450 AND B5 AND RAT LIVER ENZYMES 


Tsudzevich B.A., Kalinin I.V., Petruk N.A. 


Investigated the effect of heavy metals (copper, zinc, cadmium, lead) on the content of cytochrome P-450 and b; and the enzyme 
activity of rat liver. A reduction in the content of the study of cytochromes and the decrease in activity of glucose-6-phosphate 
dehydrogenase and 6-phosphogluconic dehydrogenase in rat liver during intoxication. 


Key words: cytochrome P-450 and bs, glucose-6-phosphate dehydrogenase, 6-phosphogluconic dehydrogenase, NADH, NADPH, 


copper sulfate, zinc sulfate, cadmium sulfate, lead nitrate. 
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ВЗАЄМОЗВ'ЯЗОК ПОКАЗНИКІВ ПУХЛИННОГО РОСТУ I РОСТОВОЇ АКТИВНОСТІ 
ПРИЛЕГЛИХ ДО КОЛОРЕКТАЛЬНИХ ПУХЛИН ТКАНИН КИШЕЧНИКА ЩУРІВ, ЩО 
ЗАЗНАВАЛИ ВПЛИВУ ЦИТОСТАТИКІВ ПОХІДНОГО ДИГІДРОПІРОЛУ І 5- 
ФТОРУРАЦИЛУ ЗА УМОВ ДМГ-ІНДУКОВАНОГО КАНЦЕРОГЕНЕЗУ 


Кузнєцова Г.М., Оглобля О.В., Воловненко Т.А., Рибальченко В.К. 


Київський національный університет імені Тараса Шевченка, Україна 
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Надійшла до редакції 29.01.2010 


Метою роботи було порівняння впливу похідного дигідропіролу 1,4-заміщеного 5-аміно-1,2-дигідропірол-3-ону i 5- 
фторурацилу на процеси пухлинного переродження при ДМГ-індукованому канцерогенезі товстої кишки щурів, та 
встановлення зв'язку між показниками пухлинного росту та ростовою активністю прилеглої умовно здорової тканини 
кишечника. Досліджувались макропрепарати товстого кишечника та гістологічні препарати слизової оболонки ободової 
кишки, забарвлені гематоксилін-еозин-оранжем. Було показано, що протипухлинний ефект похідного дигідропіролу 
вірогідно не відрізняється від такого у 5-фторурацилу: обидві сполуки спричиняють зменшення кількості пухлин та ix 
загальної площі на 40-54%. Математично було встановлено: залежність кількості пухлин і їх загальної площі від 
мітотичного індексу умовно здорової слизової оболонки товстого кишечника незалежно від фармакологічного впливу; 
залежність кількості пухлин від мітотичного індексу та відносної кількості біфуркаційних крипт умовно здорової тканини 
тварин, що не зазнавали лікування; залежність загальної площі пухлинного ураження від відносної кількості біфуркаційних 
крипт умовно здорової тканини тварин, що зазнавали впливу 5-фторурацилу. Отримані результати свідчать про 
перспективність похідного дигідропіролу як потенційного протипухлинного препарату та можуть бути корисними для 


розробки діагностичних критеріїв у клінічній практиці. 


Ключові слова: ДМГ-індукований канцерогенез, товста кишка, похідне дигідропіролу, 5-фторурацил. 


ВСТУП 


Онкологічні захворювання є однією з головних 
проблем сучасної медицини, яка все ще далека від 
вирішення. Одним з радикальних методів боротьби з 
цією патологією є хіміотерапія, проте застосовувані 


сьогодні y медичній практиці препарати 
характеризуються високою частотою 1 тяжкістю 
побічних ефектів Ha | нормальні інтенсивно 


проліферуючі тканини, що часто є визначальним при 
виборі терапії та значною мірою впливає на ii 
ефективність [1]. Тому проблема пошуку ефективних 
1 малотоксичних протипухлинних препаратів € 
актуальною. 

На сьогодні інформації щодо зв'язків між 
пухлинним ростом і процесами у прилеглій здоровій 
тканині вкрай мало, що часто зумовлює необхідність 
більш інвазивного, технічно складного та дорогого 
обстеження для обгрунтованого медичного висновку 
[2]. Тому пошук таких взаємозв'язків i IX кількісна 
оцінка є необхідними для розробки більш досконалих 
критеріїв для діагностики успішності протипухлинної 
терапії в процесі лікування та після Його відміни. 

Метою даної роботи було дослідження впливу 
похідного дигідропіролу (1,4-заміщеного 5-аміно-1,2- 
дигідропірол-3-ону - ДІ), що за попередніми даними 
[3] €  малотоксичним для слизової оболонки 
кишечника, на процеси пухлинного переродження при 


хемо-індукованому  канцерогенезі товстої кишки 
щурів, та порівняння його з ефектами 5-фторурацилу 
(5-ФУ), що є основою більшості хіміотерапевтичних 
схем при лікуванні колоректального раку людини [4], 
а також встановлення зв'язку між показниками 
пухлинного росту та ростовою активністю прилеглої 
тканини кишечника без видимих патологічних змін. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Дослідження проводили протягом 27 тижнів на 
безпородних білих шурах-самцях з початковою масою 
тіла 120-130 г. Була використана диметилгідразинова 
модель раку товстої кишки щурів, який за своїми 
параметрами є близьким до колоректального раку 
людини [5] Для індукції канцерогенезу 1,2- 
диметилгідразин (ДМГ) виробництва фірми «Acros 
Organics» (USA) вводили підшкірно y дозі 20 мг/кг 
маси тіла розчиненим у фізіологічному розчині (pH 
6,5) (0,1 мл) щотижнево протягом 20 тижнів [5] (група 
ДМГ). Вивчали протипухлинний вплив ДІ при 
застосуванні у лікувально-профілактичному (дія ДІ 
протягом усього досліду - група ДМІЧДІ прод), 
лікувальному (дія після відміни канцерогену - група 
ДМГ+Д1) режимах, порівнювали Його з впливом 5- 
ФУ (група ДМГ+5-ФУ), а також вивчали ефекти 
даних сполук при введенні ix комбінації у 
лікувальному режимі (група ДМГ+Д1+5-ФУ). ДІ, 
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синтезований на хімічному факультеті Київського 
національного університету імені Тараса Шевченка як 
структурний аналог таргетних інгібіторів протеїн- 
кіназ [6], вводили щоденно рег os y дозі, що за умов 
повного всмоктування створює концентрацію його в 
крові 10^M (близько 2,3 мг/кг маси тіла), розчиненим 
у соняшниковій олії, що містить 15% ДМСО (всього 
0,1 мл) 5-ФУ виробництва фірми «Дарниця» 
(Україна), концентрація діючої речовини 50 мг/мл, 
вводили внутрішньо-очеревинно в дозі 45 мг/кг маси 
тіла щотижнево [7]. Контрольним тваринам вводилися 
відповідні розчинники у еквівалентних об'ємах. 

Через 1 добу після останнього введення тварин 
забивали під ефірним наркозом, органи для 
дослідження вилучали негайно. Аналізували 
внутрішню поверхню слизової оболонки товстого 
кишечника, де підраховували кількість пухлин ендо- 
та екзофітного типу росту, вимірювали площу кожної 
пухлини. Підраховували загальну кількість пухлин у 
кишечнику, середню площу пухлин окремо ендо- та 
екзофітного типу росту, середню площу всіх пухлин, 
загальну площу пухлин окремо ендо- та екзофітного 
типу росту, загальну площу пухлинного ураження на 
особину. Для гістологічного аналізу використовували 
фрагменти ободової кишки без видимих ознак 
пухлинного переродження (умовно здорову тканину), 
фіксовані y 1096 нейтральному сольовому формаліні. 
Виготовлення постійних препаратів для світлової 
мікроскопії i їх забарвлення гематоксилін-еозин- 
оранжем здійснювали за стандартною методикою [8]. 
Підраховували відносну кількість  біфуркаційних 
крипт, мітотичний індекс у криптах. 


Обробку експерименталних даних здійснювали 
методами варіаційної статистики [9]: шдраховували 
середнє значення по групі (М) i похибку середнього (m) 
для кожного параметру, результат виражали у вигляді 
Мет. Міжгрупові порівняння здійснювали методом 
однофакторного дисперсійного аналізу (ANOVA) 3 
використанням для апостеріорних множинних порівнянь 
Е-критерію Фішера, а також за допомогою U-recry 
Манна-Уїтні, різницю між середніми значеннями 
порівнюваних показників вважали вірогідною при 
р<0,05. Для виявлення залежностей між досліджуваними 
показниками визначали коефіцієнти кореляції Спірмана, 
при середніх та сильних кореляціях для встановлення 
більш точних залежностей було проведено регресійний 
аналіз. Отримані результати вважали вірогідними при 
р<0,05.. 


РЕЗУЛЬТАТИ TA iX ОБГОВОРЕННЯ 


При візуальному аналізі товстого кишечника у 
групах 3 ДМГ-1ндукованим канцерогенезом 
спостерігаються пухлини в основному у низхідному 
відділі ободової кишки, переважно з екзофітним 
типом росту, що співпадає з літературними даними 
[5]. При аналізі кількості, середньої та загальної площі 
пухлин з екзофітним та ендофітним типом росту 
окремо, а також цих показників, узагальнених для всіх 
пухлин, було встановлено, що ДІ, 5-ФУ, а також 
комбінація ДІ і 5-ФУ впливають переважно на ріст 
пухлин з екзофітним типом росту, індукованих ДМГ 
(табл.1), що може бути пояснене особливостями 
розвитку пухлин з різними типами росту [10]. 


Таблиця 1 


Параметри пухлин слизової оболонки товстого кишечника щурів, що отримували ДІ, 5-ФУ та їх комбінацію на 


тлі ДМГ-індукованого канцерогенезу (27 тиж.) (M+m). 


ДМГ ДМГ+ДІ проф ДМГ+ДІ ДМГ+5-ФУ ДМГ+Д1+5-ФУ 
кількість пухлин 9,56+1,74 7,17+2,70 5,60+1.27* 4,78+1.44* 5,20+1.71* 
а a 0,17+0,07 0,12+0,06 0,17+0,05 0,19+0,13 0,14+0,04 
пухлин, MM 
MM MMC MES 1,58+,65 0,86+0.47% 0,94+0.4* 0,91+0.68* 0,73+0.2* 
пухлин, MM 

Пухлини з екзофітним типом росту 
кількість пухлин 9,00-1,53 6,50-=2.23* 4,90+1.38* 4,44+1.42* 4,50=1.41* 
Spe IOMa 0,12+0,03 0,11+0,06 0,10+0,02 0,10-0,04 0,12+0,04 
пухлин, MM 
а 1,03+0,28 0,56+0.37% 0,49+0.16* 0,46+0.21% 0,49+0.22* 
пухлин, MM 

Пухлини з ендофітним типом росту 
кількість пухлин 0,67+0,47 0,67+0,67 0,70-0,60 0,33-0,33 0,70-0,60 
БЕРЕНЕ 0,82-0,81 0,45+0,45 0,64-0,16 1,34+1,26 0,29+0,10 
пухлин, MM 
площа всіх, 0,6440,79 0,30+0,35 0,45+0,42 0,45+0,58 0,24+0,24 
пухлин, MM 


*p«0,05 порівняно з групою ДМГ 


Так ДІ при лікувально-профілактичній дії (27 
тиж.) зменшує загальну площу пухлинного ураження 
на 45,8%, при лікувальній дії (7 тиж.) зменшує 
кількість пухлин на 41,4% i їх загальну площу на 


40,8%. 5-ФУ зменшує кількість пухлин на 5090 і їх 
загальну площу на 42,6%. ДІ при дії сумісно з 5-ФУ 
зменшують кількість пухлин на 45,6% 1 їх загальну 
площу на 54% (puc.1). 


ВЗАЄМОЗВ'ЯЗОК ПОКАЗНИКІВ ПУХЛИННОГО РОСТУ I РОСТОВОЇ АКТИВНОСТІ ПРИЛЕГЛИХ ДО КОЛОРЕКТАЛЬНИХ 35 
ПУХЛИН ТКАНИН КИШЕЧНИКА ЩУРІВ, ЩО ЗАЗНАВАЛИ ВПЛИВУ ЦИТОСТАТИКІВ ПОХІДНОГО ДИПДРОШРОЛУ 


Таблиця 2 
Морфометричні параметри слизової оболонки ободової 
кишки щурів, що отримували ДІ, 5-ФУ та їх комбінацію 
на тлі ДМГ-індукованого канцерогенезу (27 тиж.) (M+m) 


відносна 
мітотичний кількість 
індекс, % біфуркаційних 
крипт, % 
Контроль 4.25+0.82 7.88=0.91 
ДМГ 4.17-0.38 9.65+1.43 
ДМГ+5-ФУ 2.45+0.39** 7.91+0.95 
ДМГУДІ 3.44+0.65 7.56+0.90 
ДМГУДІ проф 2.51+0.68*" 9.04+1.14 
ДМГ+Д1+5-ФУ 3.06+0.61" 9.52+1.74 
*p«0,05 порівняно з контролем 


^p«0,05 п 
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Рис. 1. Нормалізовані по відношенню до показників групи 
ДМГ параметри пухлин у товстому кишечнику щурів, що 
отримували ДІ, 5-ФУ та їх комбінацію на тлі ДМГ- 
індукованого канцерогенезу (27 тиж.) (О - група ДМГ, Й - 
група ДМГЯДІ проф» O- rpyna ДМГ-ДІ, tal - група ДМГ+5- 
ФУ, Ш. група ДМГ+Д1+5-ФУ; *p«0,05 порівняно з групою 
ДМГ). 
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Рис.2. Нормалізовані по відношенню до контролю 
морфометричні параметри слизової оболонки ободової 
кишки щурів, що отримували ДІ, 5-ФУ та їх комбінацію 
на тлі ДМГ-індукованого канцерогенезу (27 тиж.) (L1 - 
група контролю, - група ДМГ, [3 - група 
ДМГФД проф» B. група ДМГ+ДІ, Ш. група ДМГ+5-ФУ, 
- група ДМГ+Д1+5-ФУ; *р<0,05 порівняно з 
контролем, *р<0,05 порівняно з групою ДМГ). 


При гістологічному аналізі умовно здорової (без 
ознак пухлинного переродження) слизової оболонки 
ободової кишки було показано, що мітотичний індекс у 
групі з ДМГ-індукованим канцерогенезом залишається 
на рівні контролю, тоді як відносна кількість 
біфуркаційних крипт незначно зростає (табл.2), що 
узгоджується з даними літератури [11, 12]. При дії на тлі 
ДМГ ДІ у лікувально-профілактичному режимі, 5-ФУ, 
комбінація ДІ 1 5-ФУ вірогідно знижують мітотичний 
індекс (на 30,1%, 35,2%, 25,5% відповідно). Також ДІ у 
лікувальному режимі i 5-ФУ знижують відносну 
кількість біфуркаційних крипт до рівня контролю 
(рис.2). 

Було встановлено кореляційні зв‘язки між 
морфометричними параметрами, що характеризують 
інтенсивність ростових процесів в умовно здоровій 
слизовій оболонці кишечника у щурів з хемо- 
індукованим канцерогенезом, та параметрами 
пухлинного росту. Враховуючи те, що клінічний 
інтерес представляють параметри загального 
пухлинного росту, аналіз кореляцій окремо по 
категоріях пухлин з різними типами росту нами не 
проводився. Так у загальній вибірці (тварини з ДМГ- 
індукованим канцерогенезом, що не зазнавали / 
зазнавали впливу ДІ, 5-ФУ) мітотичний індекс клітин 
крипт 1 відносна кількість біфуркаційних крипт дуже 
слабко корелюють між собою (р-0,13), що свідчить 
про незалежність процесів проліферації клітин i1 
криптоутворення шляхом ділення [1], 13]. 
Мітотичний індекс клітин крипт слизової оболонки 
ободової кишки слабко корелює з кількістю пухлин 
(р=0,41) та їх загальною площею (р=0,25), що 
свідчить про деяку залежність швидкості пухлинного 
росту від загальної мітотичної активності тканини. 
Відносна кількість біфуркаційних крипт з 
параметрами пухлинного росту не корелює. 

Була встановлена кубічна залежність загальної 
площі пухлинного ураження від мітотичного індексу 
незалежно від природи втручання у процеси 
пухлинного росту (тобто для всієї вибірки) у вигляді 
рівняння: 


S 


total 


де: Sioa — Загальна площа пухлинного ураження, 
МІ — мітотичний індекс. Для даної моделі КР = 0,66, 
де KD - коефіцієнт детермінації, тобто міра 
відповідності між моделлю та вихідними даними. 

Також була встановлена квадратична залежність 
кількості пухлин від мітотичного індексу: 


Ми = 4,05- MI + 0,99. МІ" + 8,85 


де Мрип - Кількість пухлин; KD = 0,65 (рис.3). 

При аналізі кореляцій між морфометричними 
показниками слизової оболонки та параметрами 
пухлинного росту по дослідних групах окремо було 
встановлено відмінності у взаємозв'язках даних 
параметрів. У груш тварин з ДМГ-ндукованим 


puhl 


= 4,49. MI -1,53- МГ +0,18- MI?’ –3,72 
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канцерогенезом (ДМГ) було встановлено, що 
мітотичний індекс сильно корелює з кількістю пухлин 
(р=0,76) та їх загальною площею (р=0,75). Відносна 
кількість біфуркаційних крипт у цій групі також 
корелює (з середньою силою) з кількістю пухлин 
(р=0,63), що узгоджується з даними літератури [10, 
13, 14]. Була встановлена залежність кількості пухлин 


N 
о 


загальна площа пухлин, мм 


200 3.00 400 5.00 
мітотичний індекс, % 


А 


від мітотичного індексу та відносної кількості 


біфуркаційних крипт у вигляді рівняння: 
М ин = 228: MI +0,2+ Ky, - 0,93 


де Кру- відносна кількість біфуркаційних крипт; KD = 


0,98 (рис.4). 


puhl 


кількість пухлин, шт 


200 3.00 4.00 5.00 


мітотичний індекс, % 


В 


Рис. 3. Апроксимаційні криві залежності загальної площі пухлин (А) і кількості пухлин (В) від мітотичного індексу клітин 
крипт умовно здорової тканини слизової оболонки товстого кишечника щурів з ДМГ-індукованим канцерогенезом. 


кількість пухлин, шт 


400 4.50 5.00 
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Рис. 4. Залежність кількості пухлин від мітотичного індексу та відносної кількості біфуркаційних крипт умовно здорової 
тканини слизової оболонки товстого кишечника щурів з ДМГ-індукованим канцерогенезом (група ДМГ). 


При аналізі групи тварин з ДМГ-індукованим 
канцерогенезом, що отримували 5-ФУ, (група 5-ФУ) 
також було встановлено кореляції мітотичного 
індексу з кількістю всіх пухлин (р=0,5), що вказує на 
механізм пригнічення пухлинного росту 5-ФУ 
шляхом пригнічення клітинної проліферації (1). 
Також було встановлено слабку обернену кореляцію 
мітотичного індексу (р=-0,3) 1 сильну обернену 
кореляцію відносної кількості біфуркаційних крипт 


(р=-0,73) з загальною площею пухлин. Враховуючи 
те, що 5-ФУ знижує мітотичний індекс та відносну 
кількість біфуркаційних крипт, а також те, що 
основним механізмом росту в  аденомах i 
аденокарциномах є ріст тканини шляхом поділу крипт 
[10, 15], таку обернену кореляцію можна пояснити 
початковим посиленням криптоутворення при 
ініціації пухлинного росту з наступним його 
зниженням для забезпечення заселення клітинами 


ВЗАЄМОЗВ'ЯЗОК ПОКАЗНИКІВ ПУХЛИННОГО РОСТУ I РОСТОВОЇ АКТИВНОСТІ ПРИЛЕГЛИХ ДО КОЛОРЕКТАЛБНИХ 37 
ПУХЛИН ТКАНИН КИШЕЧНИКА ЩУРІВ, ЩО ЗАЗНАВАЛИ ВПЛИВУ ЦИТОСТАТИКІВ ПОХІДНОГО ДИПДРОШРОЛУ 


щойно сформованих крипт при пригніченій клітинній 
проліферації [12]. Була встановлена кубічна 
залежність загальної площі пухлин від відносної 
кількості біфуркаційних крипт у вигляді рівняння: 


total 


Sa 73,75 Ку 033 К, –7 001 Ку +1445 
Дла дано! модел KD = 0,96 (рис.5). 
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Рис. 5. Апроксимаційна крива задежності загальної площі пухлин від відносної кількості біфуркаційних крипт умовно 
здорової тканини слизової оболонки товстого кишечника щурів, що отримували 5-ФУ на тлі ДМГ-індукованого 


канцерогенезу. 


При аналізі групи тварин з ДМГ-індукованим 
канцерогенезом, що отримували ДІ, (групи ДІ та 
Дірої) було показано обернену кореляцію середньої 
сили між мітотичним індексом та відносною 
кількістю біфуркаційних крипт (р=-0,54), що може 
вказувати на дію ДІ переважно на процеси 
криптоутворення. Також було показано, що відносна 
кількість біфуркаційних крипт проявляє слабку 
обернену кореляцію з кількістю пухлин (р=-0,35), тоді 
як мітотичний індекс з параметрами пухлинного 
росту не корелює. Враховуючи те, що ДІ спричиняє 
зменшення кількості пухлин та їх загальної площі, 
відсутність кореляції може бути пояснена впливом ДІ 
на трансформовані клітини без впливу на 
проліферацію нормальних клітин. 

У групі щурів з ДМГ-індукованим канцерогенезом, 
що отримували комбінацію Д1+5-ФУ (група Д1+5- 
ФУ) спостерігається слабка кореляція мітотичного 
індексу 1 відносної кількості біфуркаційних крипт 
(p-0,41) a також слабка обернена кореляція 
мітотичного індексу з кількістю пухлин (р=-0,32) та 
відносної кількості біфуркаційних крипт з загальною 
площею пухлин (р=-0,41). Тобто механізм дії 
комбінації ДІ 1 5-ФУ є відмінним від механізмів дії 
досліджуваних сполук окремо 1 потребує подальшого 
дослідження. 


ВИСНОВКИ 


Протипухлинний ефект ДІ вірогідно не 
відрізняється від такого у 5-ФУ, що свідчить про 
ефективність даної сполуки як антинеопластичного 
препарату. ДІ при лікувальній дії спричиняє більший 
протипухлинний ефект у порівнянні з лікувально- 
профілактичною дією, що може бути пояснене 


звиканням до впливу даної сполуки при тривалішій ї 
дії. При дії комбінації ДІ 1 5-ФУ протипухлинний 
ефект залишається на рівні ефектів кожної зі сполук. 
Вплив на проліферативну активність слизової 
оболонки без видимих патологічних змін є більш 
вираженим при лікувально-профілактичній дії ДІ 
порівняно з лікувальною, що може бути пояснене 
більшим терміном дії препарату, 1 є подібним до 
впливу 5-ФУ. 

Було встановлено залежність кількості пухлин 1 


загальної | площі пухлинного ураження від 
мітотичного індексу умовно здорової слизової 
оболонки товстого кишечника незалежно від 


фармакологічного впливу на процеси пухлинного 
росту. Також з високою точністю було встановлено: 
залежність загальної кількості пухлин від мітотичного 
індексу та відносної кількості біфуркаційних крипт 
умовно здорової тканини тварин, що не зазнавали 
лікування; залежність загальної площі пухлинного 
ураження від відносної кількості біфуркаційних крипт 
умовно здорової тканини тварин, що зазнавали впливу 


5-ФУ (сполуки, що пригнічує клітинну 
проліферацію). 
Отже ДІ при дії на тлі ДМГ-індукованого 


канцерогенезу товстої кишки щурів має виражений 


протипухлинний ефект на рівні класичного 
хіміопрепарату 5-ФУ, 1 тому є перспективним у плані 
подальших досліджень як потенційний 


протипухлинний препарат. Встановлені залежності 
між показниками пухлинного росту та ростовою 
активністю умовно здорової тканини товстого 
кишечника при різних впливах можуть бути 
корисними для розробки діагностичних критеріїв у 
клінічній практиці. 
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ВЗАИМОСВЯЗЬ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ОПУХОЛЕВОГО РОСТА И РОСТОВОЙ АКТИВНОСТИ ПРИЛЕЖАЩИХ K 
КОЛОРЕКТАЛЬНЫМ ОПУХОЛЯМ ТКАНЕЙ КИШЕЧНИКА КРЫС ПРИ ДЕЙСТВИИ ЦИТОСТАТИКОВ 
ПРОИЗВОДНОГО ДИГИДРОПИРРОЛА И 5-ФТОРУРАЦИЛА НА ФОНЕ ДМГ-ИНДУЦИРОВАННОГО 
КАНЦЕРОГЕНЕЗА 


Кузнецова Г.Н., Оглобля A.B., Воловненко T.A., Рибальченко В.К. 


Целью работы было сравнение влияния производного дигидропиррола 1,4-замещенного 5-амино-1,2-дигидропиррол-3-она 
и 5-фторурацила на процессы опухолевого перерождения при ДМГ-индуцированном канцерогенезе толстого кишечника 
крыс, и установление связи между показателями опухолевого роста и ростовой активности прилежащей условно здоровой 
ткани кишечника. Для исследования были использованы макропрепараты толстого кишечника и гистологические 
препараты слизистой оболочки ободочной кишки, окрашенные гематоксилин-эозин-оранжем. Было показано, что 
противоопухолевый эффект производного дигидропиррола достоверно не отличается от такового 5-фторурацила: оба 
соединения вызывают уменьшение количества опухолей и их общей площади на 40-54%. Математически были 
установлены: зависимость количества опухолей и их общей площади от митотического индекса условно здоровой 
слизистой оболочки толстого кишечника независимо от фармакологического влияния; зависимость количества опухолей от 
митотического индекса и относительного количества бифуркационных крипт условно здоровой ткани животных, которые 
не подвергались лечению; зависимость общей площади опухолевого поражения от относительного количества 
бифуркационных крипт условно здоровой ткани животных, которые подвергались действию 5-фторурацила. Полученные 
результаты свидетельствуют о перспективности производного дигидропиррола в качестве потенциального 
противоопухолевого препарата и могут быть полезными для разработки диагностических критериев в клинической 
практике. 


Ключевые слова: ДМГ-индуцированный канцерогенез, толстый кишечник, производное дигидропиррола, 5-фторурацил. 


ВЗАЄМОЗВ'ЯЗОК ПОКАЗНИКІВ ПУХЛИННОГО РОСТУ I РОСТОВОЇ АКТИВНОСТІ ПРИЛЕГЛИХ ДО КОЛОРЕКТАЛБНИХ 39 
ПУХЛИН ТКАНИН КИШЕЧНИКА ЩУРІВ, ЩО ЗАЗНАВАЛИ ВПЛИВУ ЦИТОСТАТИКІВ ПОХІДНОГО ДИПДРОШРОЛУ 


THE RELATIONSHIPS BETWEEN TUMOUR GROWTH AND COLORECTAL TUMOURS’ SURROUNDING COLON 
TISSUE GROWTH ACTIVITY PARAMETERS IN RATS EXPOSED TO CYTOSTATICS DIHYDROPYRROL 
DERIVATIVE AND 5-FLUOROURACIL UNDER DMG-INDUCED CARCINOGENESIS 


Kuznyetsova G.M., Ogloblya O.V., Volovnenko T.A., Rybalchenko V.K. 


Comparison of dihydropyrrol derivative 1,4-substituted 5-amino-1,2-dihydropyrrol-3-one and 5-fluorouracil impacts on tumor 
growth processes under rat colon DMG-induced carcinogenesis, and establishment of the relationships between tumor growth and 
surrounding healthy colon tissue growth activity parameters were aimed. The dissected colon and colon tunica mucosa slides stained 
with hematoxylin-eosin-orange were analyzed. The same antitumor effects of dihydropyrrol derivative and 5-fluorouracil were 
shown: both compounds decrease tumour amount and total area on 40-54%. The dependence of tumor amount and total area from 
conventionally healthy colon tunica mucosa mitotic index regardless of pharmacological impacts, the dependence of tumor total area 
from the mitotic index and crypt fission index in untreated rats, the dependence of tumor total area from the crypt fission index in 5- 
fluorouracil treated rats were established. The perspective of dihydropyrrol derivative as potential antitumor drug and the obtained 
results utility for clinical diagnostic criteria development were concluded. 


Key words: DMG-induced carcinogenesis, colon, dihydropyrrol derivative, 5-fluorouracil. 
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The endoplasmic reticulum-nuclei-1 (ERN1) sensing and signaling enzyme mediates a set of complex intracellular signaling events 
known as the unfolded protein response. We have studied the effect of hypoxia and ischemic conditions (glucose or glutamine 
deprivation) on the expression of 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase-1 and -2 (PFKFB1 and PFKFB2) genes in 
glioma 087 cells and its subline with suppressed function of ERNI sensing and signaling enzyme. We have identified three unique 
alternative splice variants of PFKFB2 and РЕКЕВІ with insert or deletions in its N-terminal region which eliminate 6- 
phosphofructo-2-kinase activity. It was shown that blockade of ERNI enzyme function, the key endoplasmic reticulum stress 
sensor, leads to an increase in the expression levels of PFKFB1 and PFKFB2 mRNAs as well as its alternative splice variants. 
Moreover, the expression level of PFKFB2 mRNA increases both in control glioma cells and decreases in genetically modified 
glioma cells treated by hypoxia. At the same time, expression level of РЕКЕВ1 mRNA and its alternative splice variants does not 
change significantly at this experimental condition. Exposure cells under glutamine or glucose deprivation conditions leads to 
increase the expression level of PFKFB1 and PFKFB2 mRNA in control glioma cells only, but expression level of alternative splice 
variants of these mRNA also increases in control glioma cells and only in glutamine deprivation condition. It was shown also that 
blockade of ERNI signaling enzyme function eliminate the increase of РЕКЕВІ and PFKFB2 mRNA as well as its alternative 
splice variants induced in glioma cells by glutamine and glucose deprivation conditions. Thus, results of this study clearly 
demonstrate that the expression level of РЕКЕВ! and PFKFB2 as well as its alternative splice variants without 6-phosphofructo-2- 
kinase activity increases in glioma cells with ERNI signaling enzyme loss of function and that glutamine and glucose deprivation 
conditions also lead to increase the expression level of these PFKFB but in control glioma cells only. It is possible that increase of 
the expression level of РЕКЕВІ and PFKFB2 genes in glutamine and glucose deprivation conditions is mediated by ERNI signaling 
system because it miss in glioma cells with ERNI loss of function and is observed in control glioma cells only. 


Ключові слова: mRNA expression, РЕКЕВІ, PFKFB2, unique alternative splice variants, glioma cells, endoplasmic reticulum- 
nuclei-1 (ERNI), hypoxia, glucose and glutamine deprivation. 


INTRODUCTION 


The endoplasmic reticulum is a key organelle in the 
cellular response to ischemia, hypoxia, and some 
chemicals which activate a complex set of signaling 
pathways named the unfolded protein response. This 
adaptive response is activated upon the accumulation of 
misfolded proteins in the endoplasmic reticulum and is 
mediated by three endoplasmic reticulum-resident sensors 
named PERK (PRK-like ER kinase), ERN1 (Endoplasmic 
Reticulum — Nuclei-1) also known as IRE-1a (Inositol 
Requiring Enzyme-la) and ATF6 (Activating 
Transcription Factor 6), however, ERNI is the dominant 
sensor [1—6]. Activation of the unfolded protein response 
tends to limit the de novo entry of proteins in to the 
endoplasmic reticulum and facilitate both the endoplasmic 
reticulum protein folding and degradation to adapt cells 
for survival or, alternatively, to enter cell death programs 
through endoplasmic reticulum-associated machineries 
[7, 8]. As such, it participates in the early cellular response 


to the accumulation of misfolded proteins in the lumen of 
the endoplasmic reticulum, occurring under both 
physiological and pathological conditions. 

Two distinct catalytic domains of the bifunctional 
signaling enzyme ЕКМІ were identified: a 
serine/threonine kinase and an endoribonuclease which 
contribute to this enzyme signalling. The ERNI- 
associated kinase activity autophosphorylates апа 
dimerizes this enzyme, leading to the activation of its 
endoribonuclease domain, initiation of the рге-ХВРІ (X- 
box binding protein 1) mRNA splicing, and degradation 
of a specific subset of mRNA [9-11]. Mature XBPI 
mRNA splice variant (ХВР15) encodes a transcription 
factor that has different C-terminal amino acid sequence 
and stimulates the expression of hundreds of unfolded 
protein response-specific genes [1, 9—12]. 

Moreover, the growing tumor requires the 
endoplasmic reticulum stress as well as hypoxia and 
ischemia for own neovascularization and growth and the 
complete blockade of ERN1 signal transduction pathway 
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has anti-tumor effects [4, 8, 13, 14]. The endoplasmic 
reticulum stress response-signalling pathway is linked to 
the neovascularization process, tumor growth and 
differentiation as well as cell death processes [12, 15, 16]. 
There is data that endoplasmic reticulum stress response- 
signaling pathway is involved in osteoblast differentiation 
induced by BMP2 as well as in induction of apoptosis by 
N-acetyl cysteine and penicillamine [17, 18]. Thus, the 
blockade of the main unfolded protein response sensor 
ERNI is important in studying the role of ERNI 
signalling pathways in tumor progression, especially in 
malignant gliomas [19]; it is important in developing a 
new understanding concerning molecular mechanisms of 
malignant tumors progression іп relation to 
ischemia/hypoxia and it can help define the best targets 
for the design of specific inhibitors that could act as 
potent antitumor drugs. 

A high rate of glycolytic flux, even in the presence of 
oxygen, is a central metabolic hallmark of neoplastic 
tumors. The high glucose metabolism of cancer cells is 
caused by а combination of hypoxia-responsive 
transcription factors, activation of oncogenic proteins and 
the loss of tumor suppressor function. Over-expression of 
HIF-1a or HIF-2a and MYC, activation of RAS and loss 
of TP53 and/or other tumor suppressor functions each 
have been found to stimulate glycolysis in part by 
activating a family of regulatory bifunctional 6- 
phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatases 
(PFKFB) and hexokinases [20–22]. Hexokinase 2 is a key 
mediator of aerobic glycolysis and promotes tumor 
growth in human glioblastoma multiforme, the most 
common malignant brain tumor [22]. The PFKFB 
enzymes synthesize fructose-2,6-bisphosphate which 
allosterically activates 6-phosphofructo-1-kinase, a rate- 
limiting enzyme and essential control point in the 
glycolytic pathway [23—25]. Different PFKFB аге 
hypoxia responsive enzymes and overexpressed in 
different cancer tissues [26—29]. Overexpression of these 
enzymes is an obligatory factor of tumor cell glycolysis 
[20, 30, 31]. Recently, it was shown that nuclear targeting 
of 6-phosphofructo-2-kinase-3 increases proliferation via 
cyclin-dependent kinase [32]. Moreover, E3 ubiquitin 
ligase APC/C-CDHI accounts for the Warburg effect by 
linking glycolysis to cell proliferation mainly via the 
glycolysis-promoting enzyme 6-phosphofructo-2- 
kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 3, because this 
enzyme is degraded by the E3 ubiquitin ligase APC/C- 
CDH1, which also degrades cell-cycle proteins [33]. It 
was shown in two different cell types (neoplastic and non- 
neoplastic) that both proliferation and aerobic glycolysis 
are prevented by overexpression of CDH1 and enhanced 
by its silencing. Furthermore, activation of glycolysis, 
which is essential for cell proliferation, in the presence of 
active CDH1 does not result in proliferation [33]. There is 
data that ubiquitin ligase SKP1-CUL1-F (SCF)-beta- TrCP 
also sequentially regulates glycolysis during the cell cycle 
via PFKFB because this effect occurs only when PFKFB 
is present or is substituted by the downstream glycolytic 
enzyme 6-phosphofructo-1-kinase [34]. Besides that, the 


induction of de novo lipid synthesis from glucose in 
prostate cancer cells by androgen requires transcriptional 
up-regulation of PFKFB2 and phosphorylation of 
PFKFB2 generated by the PI3K/AKT signal pathway to 
supply the source for lipogenesis [35]. The increased 
glycolytic flux through the enhanced expression of 
PFKFB3 gene was observed after interaction of adenosine 
with macrophage Toll-4 receptor agonists [36]. Thus, the 
family of PFKFB proteins participates in the control of 
glucose metabolism via glycolysis as well as in the 
regulation of the cell cycle, proliferation, apoptosis and 
invasiveness. 

Several alternative splice variants for PFKFB2, 
PFKFB3 and PFKFB4 were identified in normal and 
tumor cells which possibly have significance in cancer 
growth [37-42]. However, little is known about 
alternative splice variants for human РЕКЕВІ and 
PFKFB2 and its significance in tumor cell proliferation. 

A better understanding of the impact of PFKFB gene 
networks regulation on glycolysis and cell cycle control as 
well as nutrient balance at the molecular, cellular and 
system levels promises to shed light on the emerging 
association between PFKFB, proliferation, endoplasmic 
reticulum stress response and cancer. 

The main goal of this work is to study the role of 
ERNI-signaling pathways in tumor progression by 
investigating the expression of PFKFB1 and PFKFB2 and 
possible new alternative splice variants for these PFKFB 
in U87 glioma cells and cells with ERNI loss of function 
under normal, hypoxic and ischemic (glucose or 
glutamine deprivation) conditions. 


MATERIALS AND METHODS 


Cell Lines and Culture Conditions. The glioma cell 
line U87 was obtained from ATCC (USA) and grown in 
high glucose (4,5 g/l) Dulbecco's modified Eagle's 
minimum essential medium (DMEM; Gibco, Invitrogen, 
USA) supplemented with glutamine (2 mM), 10% fetal 
bovine serum (Equitech-Bio, Inc., USA), penicillin (100 
units/ml; Gibco) and streptomycin (0,1 mg/ml; Gibco) at 
37°C in a 5% CO, incubator. In this work we used two 
sublines of this glioma cell line. One subline was obtained 
by selection of stable transfected clones with 
overexpression of vector, which was used for creation of 
dnERNI. This untreated subline of glioma cells (control 
glioma cells) was used as control 1 in the study of the 
effect of hypoxia and glutamine or glucose deprivations 
on the expression level of РЕКЕВІ and PFKFB2 mRNA. 
Second subline was obtained by selection of stable 
transfected clones with overexpression of ERNI 
dominant/negative constructs (dnERNI) апа has 
suppressed both protein kinase and endoribonuclease 
activities of this signaling enzyme [13]. The expression 
level of PFKFB genes in these cells was compared with 
cells, transfected by vector (control 1), but this subline 
was also used as control 2 for investigation the effect of 
hypoxia and glutamine or glucose deprivations on the 
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expression level of РЕКЕВІ and PFKFB2 as well as its 
alternative splice variants under blockade ERN1 function. 

Hypoxic conditions were created in special incubator 
with 3 % oxygen and 5 % carbon dioxide levels; culture 
plates were exposed to these conditions for 16 hrs. For 
glucose or glutamine deprivation the growing medium in 
culture plates was replaced with a medium without 
glucose or without glutamine and thus exposed for 16 hrs. 
The suppression level of ERNI enzymatic activity in 
glioma cells that overexpress a dominant-negative 
construct of endoplasmic reticulum-nuclei-1 (dnERNI) 
was estimated by analysis of the expression of ХВРІ 
alternative splice variant (XBPIs), a key transcription 
factor in ERNI signaling, using cells treated by 
tunicamycin (0,01 mg/ml during 2 hours). 

RNA isolation. Total RNA was extracted from 
different tumor tissues and normal tissue counterparts as 
described [43]. RNA pellets were washed with 75 % 
ethanol and dissolved in nuclease-free water. 

Reverse transcription and quantitative PCR 
analysis. The expression levels of PFKFB1, PFKFB2 and 
its alternative splice variants mRNA were measured in 
glioma cell line U87 and its subline with a deficiency of 
endoplasmic — reticulum-nuclei-1 by | quantitative 
polymerase chain reaction of complementary DNA 
(cDNA) using ,,Stratagene Mx 3000P cycler’ (USA) and 
SYBRGreen Mix (AB gene, Great Britain). QuaniTect 
Reverse Transcription Kit (QIAGEN, Germany) was used 
for cDNA synthesis as described previously [43]. 
Polymerase chain reaction was performed in triplicate. 

For amplification of 6-phosphofructo-2- 
kinase/fructose-2,6-bisphosphatase-] cDNA we used 
sequence Š> GTTTACCAGCTCGAGGCAAG -3' as 
forward primer and 5° 
AAAACCGCAACATGACCTTC —3' as reverse primer. 
The nucleotide sequences of these primers correspond to 
sequences 217 — 236 and 460 — 441 of human PFKFBI 
cDNA (GenBank accession number NM 002625). The 
size of amplified fragment is 244 bp. 

The amplification of 
kinase/fructose-2,6-bisphosphatase-2 cDNA was 
performed using forward (5’- 
GACATCTGAAGAGCTGCCATG -3?) and reverse (5’— 
CCAATCCAGTTGAGGTAGCG -3) primers. The 
nucleotide sequences of these primers correspond to 
sequences 92 — 112 and 306 — 287 of human PFKFB2 
cDNA (GenBank accession number NM 006212). The 
size of amplified fragment is 215 bp. 

For amplification of alternative splice variant of 6- 
phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase-1 
cDNA with 66 bases deletion we used sequence 5’— 
ACCAGGTTGCAGAAGATCTG -3' as forward primer 
and 5'- GTCTATATAATCAGGGCTGC -3' as reverse 
primer. The nucleotide sequences of these primers 
correspond to sequences 102 — 121 and (374—361 + 389— 
289) of human РЕКЕВІ cDNA (GenBank accession 
number NM 002625). The size of amplified fragment is 
207 bp. 


6-phosphofructo-2- 


For amplification of alternative splice variant of 6- 
phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase-1 
cDNA with 94 bases deletion was used forward primer 
sequence 5'- GGAACACCAACTAAAGGCAG -3' and 
5'- GTCTATATAATCAGGGCTGC -3' as reverse 
primer sequence. The nucleotide sequences of these 
primers correspond to sequences (279—294 + 389—392) 
and 620 — 601 of human РЕКЕВ! cDNA (GenBank 
accession number NM 002625). The size of amplified 
fragment is 248 bp. 

The amplification of alternative splice variant of 6- 
phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase-2 
cDNA with 109 bp insert was performed using forward 
(S'-GACATCTGAAGAGCTGCCATG -3?) and reverse 
(5'— GTAGGAGGCCCATGCTATAG - 3 ) primers. The 
nucleotide sequences of these primers correspond to 
sequences 1 — 21 and 203 — 184 of human alternative 
splice variant of PFKFB2 cDNA (GenBank accession 
number EU334168). The size of amplified fragment 15 
226 bp. 

The amplification of beta-actin cDNA was performed 
using forward - 5- CGTACCACTGGCATCGTGAT -3' 
and reverse - 5- GTGTTGGCGTACAGGTCTTT –3' 
primers. The expression of beta-actin mRNA was used as 
control of analyzed RNA quantity. The primers were 
received from “Sigma” (USA). 

The amplification of XBP1 cDNA was performed 


using HotStarTaq Master Mix Kit (“QIAGEN”, 
Germany) “MasterCycler Personal”  (*Eppendorf", 
Germany) and primers: forward - 5° 


GGAGTTAAGACAGCGCTTGG -3' and reverse - 5'– 
TCACCCCTCCAGAACATCTC -3'. The nucleotide 
sequences of these primers correspond to sequences 441 — 
460 and 608 — 589 of XBP1 mRNA (GenBank accession 
number NM 005080). The size of amplified fragment is 
168 bp for non-spliced variant and 142 bp for alternative 
splice variant (ХВР15). 

For identification of possible alternative splice variants 
the PFKFBI and PFKFB2 cDNA were cloned in pCRII- 
TOPO vector and sequenced using ABI Prism (Model 
3100, version 3.7) as described previously [41]. 

An analysis of quantitative PCR was performed using 
special computer program “Differential expression 
calculator” and statistical analysis — in Excel program. 
The amplified DNA fragments were analyzed on a 2 % 
agarose gel and that visualized by 5x Sight DNA Stain 
(EUROMEDEA). 


RESULTS AND DICUSSION 


To investigate the expression of РЕКЕВІ and PFKFB2 
genes that encode different isoforms of 6-phosphofructo- 
2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase as well as the 
involvement of endoplasmic reticulum stress signaling 
system in the effect of hypoxia and ischemia (glutamine 
and glucose deprivation conditions) on the expression of 
these genes we have used the human glioma cell line U87 
and a variant of these cells with ERNI signaling enzyme 
loss of function. The level of suppression of the enzymatic 
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activity of ERNI was estimated by analysis of the 
expression of transcription factor ХВРІ and its splice 
variant (XBP1s) in U87 glioma cells that overexpress a 
dominant-negative construct of ERNI as compared to 
control glioma cells transfected with a vector. As shown 
in fig. 1, inductor of endoplasmic reticulum stress 
tunicamycin (0,01 mg/ml) strongly enhances the 
alternative splicing of ХВРІ, but in control glioma cells 
only, while having no effect on this process in transfected 
by dnERNI subline glioma cells. 

We have found that РЕКЕВІ and PFKFB2 mRNAs 
are expressed in the human glioma cell line U87 and the 
level of their expression is dependent on signaling enzyme 
ERNI function. As shown in fig. 2, the level of PFKFBI 
mRNA expression increases by 61 96 in glioma cells, 
deficient in signaling enzyme ERNI function, as 
compared to control cells. PFKFB2 mRNA expression 
level also increases in glioma cells with signaling enzyme 
ERNI loss of function by 78 % as compared to control 
cells. 

Exposure of cells to hypoxia for 16 hrs does not 
change significantly the expression level of PFKFBI 
mRNA both in control glioma cells and genetically 
modified glioma cells (fig. 3). At the same time, hypoxia 
leads to an increase the expression level of PFKFB2 
mRNA (+14 %) in control glioma cells but decreases (-36 
%) in glioma cells with signaling enzyme ERNI loss of 
function (fig. 4). 

Moreover, exposure cells under glutamine or glucose 
deprivation conditions leads to increase the expression 
level of РЕКЕВІ and PFKFB2 mRNA but only in control 
glioma cells (fig. 3 and 4). It was shown also that 
blockade of ERNI signaling enzyme function eliminate 
the increase of РЕКЕВІ and PFKFB2 mRNA induced by 
glutamine and glucose deprivation conditions. 

Electrophoretic analysis of РЕКЕВІ amplified 
products reveals three bands one of which corresponds to 
known variant (244 bp) and two additional variants. It is 
known that this region of PFKFBI gene contains two 
introns (GenBank accession number NM 002625). At the 
same time, in PFKFB2 amplified products was also 
identified additional band which has bigger size compare 
to known variant (215 bp). The PFKFB2 gene encoded 
this amplified region contains one intron (GenBank 
accession number NM 006212). We suggest that these 
additional bands in РЕКЕВІ and PFKFB2 amplified 
products represent alternative splice variants with deletion 
or insert. Full size cDNAs of РЕКЕВІ and PFKFB2 were 
synthesized and cloned in pCRII-TOPO vector. Selected 
clones were analyzed by restriction analysis and 
sequenced. Consequently, we identified two unique 
alternative splice variants of PFKFB1 mRNA and one for 
PFKFB2 mRNA (fig. 5 and 6). 

As shown in fig. 5, both identified alternative splice 
variants of РЕКЕВІ mRNA have deletion of exon 3 (94 
bases) or its part (66 bases) Analysis of amino acid 
sequence of N-terminal part of РЕКЕВІ shown that 66 
bases deletion leads to deletion of 22 amino acid residues 
without changing the reading frame but changes one 


amino acid residue (D instead V). This deletion eliminates 
two important catalytic domains of 6-phosphofructo-2- 
kinase. Thus, this alternative splice variant of PFKFBI 
mRNA encoded isoenzymes without 6-phosphofructo-2- 
kinase activity. However, deletion of 94 bases changes 
reading frame and leads to create an anticipatory stop 
codon in seven amino acid residues (GSAPCQP) after 
deletion. Moreover, alternative splice variant of PFKFBI 
mRNA with 94 bases deletion can be translated 
alternatively from ATG codon (position 753) before 
fructose-2,6-bisphosphatase part of РЕКЕВІ and encoded 
244 amino acid residues polypeptide which correspond 
functional fructose-2,6-bisphosphatase. 

Nucleotide sequence and predicted amino acid 
sequence of N-terminal part of alternative splice variant of 
PFKFB2 mRNA is shown in fig. 6. This alternative splice 
variant of PFKFB2 mRNA has 109 bases insert after exon 
2 which also leads to create an anticipatory stop codon 
inside insert sequence, which eliminates N-terminal part 
of this enzyme. It is possible that this alternative splice 
variant of PFKFB2 mRNA encodes PFKFB isoenzymes 
with all catalytic domains as fructose-2,6-bisphosphatase 
and fructose-2,6-bisphosphatase without regulatory N- 
terminal region. 

We have also studied the expression levels of these 
alternative splice variants of РЕКЕВІ and PFKFB2 in 
glioma cells with ERN1 signaling enzyme loss of function 
as well as effect of hypoxia and ischemia on its 
expression. As shown in Fig. 7 — 9, the expression level of 
all alternative splice variants of РЕКЕВІ and PFKFB2 
mRNA increases in glioma cells, deficient in signaling 
enzyme ERNI as compared to control 1. Exposure of cells 
to hypoxia for 16 hrs does not change significantly these 
alternative splice variants of РЕКЕВІ and PFKFB2 
mRNA in control glioma cells and cells with ERNI 
signaling enzyme loss of function except PFKFB2 splice 
variant, which expression decreases in glioma cells with 
suppressed function of ERNI (-14 96), as compared to 
control 2. However, under glutamine deprivation 
condition expression level of alternative splice variants of 
PFKFBI and PFKFB2 mRNA increases in control glioma 
cells (+29, +17 and +18 %, respectively, as compared to 
control 1), but it miss in glioma cells with ERNI loss of 
function, as compared to control 2. 

It has been known that the glycolysis and tumor 
growth processes are linked to the endoplasmic reticulum 
stress and its sensing and signal transduction pathways 
and ERNI pathway, in particular, because the complete 
blockade of this signaling enzyme activity had anti-tumor 
effects [14, 16, 19]. Moreover, there is data that growing 
tumor requires ischemia and hypoxia which initiate the 
endoplasmic reticulum stress for own neovascularization 
and growth, for apoptosis inhibition [18, 19]. It is known 
that some PFKFB enzymes are components of the 
endoplasmic reticulum stress system; they participate in 
proliferation processes [21, 32, 33, 38]. 

In this study we have shown that blockade of ERNI, 
the key endoplasmic reticulum stress sensor, changes the 
expression levels of PFKFB1 and PFKFB2 isoenzymes, 
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which play an important role in the control of glycolysis 
and tumor growth [29, 35]. In this work we identified 
three unique alternative splice variants of РЕКЕВІ and 
PFKFB2 which can suppress glycolysis because these 
variants have only fructose-2,6-bisphosphatase activity. 
The PFKFBI alternative splice variant with 66 bases 
deletion has not two important catalytic domains of 6- 
phosphofructo-2-kinase but it has native N-terminus for 
creation homodimers and can inactivate functionally 
active subunit of PFKFBI. This data agrees with idea that 
some PFKFB participate in endoplasmic reticulum stress 
signaling and are the important components of IRE-1 
signaling [21, 32, 33]. We have found that the expression 
of РЕКЕВІ and PFKFB2 as well as its alternative splice 
variants increases in IRE-1 knockdown glioma cells and it 
is possible that this dysregulation is responsible, at least 
partly, for suppression of these cells proliferation [14] via 
inactivation of active subunit of РЕКЕВІ by splice 
variants and increased levels of PFKFB variants with 
fructose-2,6-bisphosphatase activity, because knockdown 
of PFKFB3 really suppress cell proliferation [33, 34]. The 
PFKFB2 alternative splice variant has all catalytic 
domains both 6-phosphofructo-2-kinase and fructose-2,6- 
bisphosphatase but it has not regulatory N-terminus for 
creation homodimers, necessary step for developing of 6- 
phosphofructo-2-kinase activity [25]. This alternative 
splice variant of PFKFB2 is similar to PFKFB4 splice 
variant from mice tissues and human melanoma 
cells [41, 42]. 

Thus, results of this study clearly demonstrate that the 
expression level of РЕКЕВІ and PFKFB2 as well as its 
alternative splice variants without 6-phosphofructo-2- 
kinase activity increases in glioma cells with ERNI 
signaling enzyme loss of function and that glutamine and 
glucose deprivation conditions also lead to increase the 
expression level of these PFKFB but in control glioma 
cells only. It is possible that increase of the expression 
level of РЕКЕВІ and PFKFB2 genes in glutamine and 
glucose deprivation conditions is mediated by ERNI 
signaling system because it miss in cells with ERN1 loss 
of function and is observed in control glioma cells only. 
However, the molecular mechanisms underlying these 
seemingly mutually exclusive behaviors have not been 
elucidated. This provides a rationale for the molecular 
analysis of expression signatures of different related genes 
in glioma cells which control the tumor growth and 
glycolysis for a comprehensive approach of these 
complex mechanisms. 

The major finding reported here is that the expression 
of PFKFB genes is dependent on the function of ERN1 
signaling enzyme — both in normal, hypoxic and 
glutamine or glucose deprivation conditions and possible 
participate in glioma cell proliferation and tumor growth 
via regulation of various signaling pathways. However, 
the detailed molecular mechanisms of regulation of genes 
encoding different PFKFB by ERNI signaling system 
under ischemic and hypoxic stress conditions is complex 
and warrants further study. 
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Fig. 1. Expression level of dominant-negative ЕВМ1 (dnERNI) 
transcript as well as transcription factor ХВРІ and its alternative 
splice variant (ХВР15) in glioma cell line 087 stable transfected 
with vector (Vector; control cells) and its subline with blockade of 
signaling enzyme endoplasmic reticulum—nuclei-1 | stable 
transfected with dnERNI measured by reverse-transcriptase- 
mediated polymerase chain reaction. 
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Fig. 2. Effect of blockade of signaling enzyme ERNI on the 
expression levels of 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6- 
bisphosphatase-1 and -2 (РЕКЕВІ and PFKFB2) mRNA in 
glioma cell line U87 (Vector = control) and its subline with 
ERNI deficiency (dnERN1) measured by quantitative 
polymerase chain reaction. Values of РЕКЕВІ and PFKFB2 
mRNA expressions were normalized to the expression of beta- 
actin mRNA and represent as percent of control (100 %); п = 4; 
* —P < 0.05 as compared to control. 
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Fig. 3. Effect of hypoxia and glutamine or glucose deprivation on the expression of 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6- 
bisphosphatase-1 (PFKFB1) mRNA in glioma cell line U87 (control 1) and its subline with blockade of signaling enzyme endoplasmic 
reticulum-nuclei-1 (dnERN1) activity (control 2) measured by quantitative polymerase chain reaction. Values of РЕКЕВІ mRNA 
expression were normalized to beta-actin mRNA expression and represent as percent for control 1 (100 96); n = 4; * - P < 0.05 as 


compared to control 1; ** - P « 0.05 as compared to control 2. 
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Fig. 4. Effect of hypoxia and glutamine or glucose deprivation on the expression of PFKFB2 mRNA in glioma cell line U87 (control 1) 
and its subline with blockade of signaling enzyme endoplasmic reticulum-nuclei-1 (dnERN1) activity (control 2) measured by 
quantitative polymerase chain reaction. Values of PFKFB2 mRNA expression were normalized to beta-actin mRNA expression and 
represent as percent for control 1 (100 %); п = 4; * - P < 0.05 as compared to control 1; ** - P < 0.05 as compared to control 2. 
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Fig. 5. Nucleotide sequence and predicted amino acid sequence of N-terminal part of РЕКЕВІ (ММ 002625) and its alternative splice 
variants with deletion of 66 (-66) and 94 (-94) bases in glioma U87 cells. Deletion of 66 bases leads to deletion of 22 amino acid residues 
without changing of reading frame but changes one amino acid residue, labeled by red color. Deletion of 94 bases changes reading frame 
and leads to create an anticipatory stop codon in seven amino acid residues, labeled by red color, after deletion. РЕКЕВІ mRNA with 94 
bases deletion can encoded 244 amino acid residues polypeptide which correspond functional fructose-2,6-bisphosphatase (N-terminal 
part of this polypeptide labeled by red color). 
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Fig. 6. Nucleotide sequence and predicted amino acid sequence of N-terminal part of basic variant of PFKFB2 (NM 006212) and its 
alternative splice variant (EU334168) with 109 bases insert in human glioma cells. 109 bases insert labeled by blue color leads to create 
an anticipatory stop codon in 24 amino acid residues, labeled by red color, inside this insertion. This alternative splice variant can be 
translated from methionine located in 206 bases after primary start of translation and can encoded 472 amino acid residues polypeptide 


with functional fructose-2,6-bisphosphatase (N-terminal part of this polypeptide labeled by red color). 


Fig. 7. Effect of hypoxia and glutamine or glucose deprivation on the expression ої PFKFB1 alternative splice variant (-66; part of exon 
3; exon 3a) in glioma cell line U87 (control 1) and its subline with blockade of signaling enzyme endoplasmic reticulum-nuclei-1 
(dnERNI) activity (control 2) measured by quantitative polymerase chain reaction. Values of the expression of this PFKFBI alternative 
splice variant were normalized to beta-actin mRNA expression and represent as percent for control 1 (100 %); n = 5; * 
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compared to control 1; ** - P « 0.05 as compared to control 2. 
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Fig. 8. Effect of hypoxia and glutamine or glucose deprivation on the expression ої PFKFBI alternative splice variant (-94; full exon 3) 
in glioma cell line 087 (control 1) and its subline with blockade of signaling enzyme endoplasmic reticulum-nuclei-1 (dnERN1) activity 
(control 2) measured by quantitative polymerase chain reaction. Values of the expression of this PFKFBI alternative splice variant were 
normalized to beta-actin mRNA expression and represent as percent for control 1 (100 96); n = 5; * - P < 0.05 as compared to control 1; 


** - P « 0.05 as compared to control 2. 
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Fig. 9. Effect of hypoxia and glutamine or glucose deprivation on the expression of PFKFB2 alternative splice variant (+109) in 
glioma cell line U87 (control 1) and its subline with blockade of signaling enzyme endoplasmic reticulum-nuclei-1 (dnERN1) 
activity (control 2) measured by quantitative polymerase chain reaction. Values of the expression of this PFKFB2 alternative splice 
variant were normalized to beta-actin mRNA expression and represent as percent for control 1 (100 %); n = 5; * - Р < 0.05 as 


compared to control 1; ** - P < 0.05 as compared to control 2. 
CONCLUSIONS 


Results of this investigation clearly demonstrate that 
the expression of РЕКЕВІ and PFKFB2 genes in glioma 
cells is regulated by hypoxia and glutamine or glucose 
deprivation and that this regulation depends on the 
functional activity of signaling enzyme ERNI. Thus, 
РЕКЕВІ and PFKFB2 isoenzymes participate in cell 
adaptive response to endoplasmic reticulum stress 
associated with hypoxia, glutamine ог glucose 
deprivation. 
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ЕКСПРЕСІЯ 6-ФОСФОФРУКТО-2-КІНАЗИ/ФРУКТОЗО-2,6-БІСФОСФАТАЗИ-І I -2 ТА ЇХ АЛЬТЕРНАТИВНИХ 
СПЛАЙС-ВАРІАНТІВ У КЛІТИНАХ ГЛОМИ 087 З ВТРАЧЕНОЮ ФУНКЦІЄЮ ERNI 


Липова Н.М., Мінченко Д.А., Кубайчук К.І., Мінченко О.Г. 


Сенсорно-сигнальний ензим ERNI (від ендоплазматичного ретикулуму до ядра) опосередковує комплекс складних 
внутрішньоклітинних сигнальних подій, відомих як реакція розгортання протеїнів. Ми досліджували вплив гіпоксії та 
умов ішемії (дефіцит глюкози або глютаміну) на експресію генів 6-фосфофрукто-2-кінази/фруктозо-2,6-бісфосфатази-1 та 
-2 (РЕКЕВІ та РЕКЕВ2) у клітинах гліоми лінії 087 та їх сублінії з пригніченою функцією сенсорно-сигнального ензиму 
ERNI і ідентифікували три унікальних альтернативних сплайс-варіанти РЕКЕВІ та PFKFB2 із вставкою або делеціями в 
№-кінцевій ділянці, що приводить до втрати 6-фосфофрукто-2-кіназної активності. Встановлено, що блокада функції 
ензиму ERNI, ключового сенсора стресу ендоплазматичного ретикулуму приводить до збільшення рівня експресії мРНК 
РЕКЕВІ та PFKFB2, а також їх альтернативних сплайс-варіантів. Більше того, за умов гіпоксії рівень експресії мРНК 
РЕКЕВ2 збільшується ак у контрольних клітинах гліоми, так і в генетично модифікованих клітинах гліоми. В той же час, 
рівень експресії мРНК РЕКЕВІ та її альтернативних сплайс-варіантів істотно не змінюється за цих експериментальних 
умов. Експозиція клітин за умов дефіциту глютаміну або глюкози призводить до збільшення рівня експресії мРНК 
РЕКЕВ! ra PFKFB2 лише в контрольних клітинах гліоми, а альтернативних сплайс-варіантів цих мРНК також 
збільшується лише в контрольних клітинах гліоми і лише за умов дефіциту глютаміну. Було також показано, що блокада 
функції сигнального ензиму попереджує збільшення експресії мРНК РЕКЕВІ та РЕКЕВ2, а також їх альтернативних 
сплайс-варіантів, що індукується за умов дефіциту глютаміну та глюкози. Таким чином, результати цього дослідження 
чітко продемонстрували, що рівень експресії мРНК РЕКЕВІ та РЕКЕВ2, а також їх альтернативних сплайс-варіантів без 6- 
фосфофрукто-2-кіназної активності, збільшується в клітинах гліоми з втраченою функцією ЕКМ] i що за умов дефіциту 
глютаміну та глюкози рівень експресії цих мРНК також збільшується, але лише в контрольних клітинах гліоми. Можливо, 
що збільшення рівня експресії генів РЕКЕВІ та РЕКЕВ2 за умов дефіциту глютаміну та глюкози опосередковується 
сигнальною системою ERNI, оскільки воно відсутнє в клітинах з втраченою функцією ERNI, а спостерігається лише у 
контрольних клітинах гліоми. 


Ключові слова: експресія мРНК, РЕКЕВІ, PFKFB2, унікальні альтернативні сплайс-варіанти, клітини гліоми, від 
ендоплазматичного ретикулуму до ядра-1 (ERN), гіпоксія, дефіцит глюкози та глютаміну. 
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ЗКСПРЕССИЯ 6-ФОСФОФРУКТО-2-КІНАЗИ/ФРУКТОЗО-2,6-БІСФОСФАТАЗИ-1І H -2 H HX 
АЛЬТЕРНАТИВНЫХ СПЛАЙС-ВАРИАНТОВ В КЛЕТКАХ ГЛИОМЫ 087 C УТРАЧЕННОЙ ФУНКЦИЕЙ ERNI 


Лыпова Н.М., Минченко Д.А., Кубайчук К.И., Минченко А.Г. 


Сенсорно-сигнальный энзим ERNI (от зндоплазматического ретикулума к ядру) является посредником комплексом 
сложных внутриклеточных сигнальных событий, известных как реакция развертывания протеинов. Мы исследовали 
влияние гипоксии и условий ишемии (дефицит глюкозы или глютамина) на экспрессию генов 6-фосфофрукто-2- 
киназы/фруктозо-2,6-бисфосфатазы-1 та -2 (РЕКЕВ! и PFKFB2) в клетках глиомы линии 087 и их сублинии с угнетенной 
функцией сенсорно-сигнального энзима ERNI. Идентифицировали три уникальных альтернативных сплайс-варианты 
РЕКЕВ! и PFKFB2 со вставкой или делециями в М-концевом участке, которые приводят к потере 6-фосфофрукто-2- 
киназной активности. Установлено, что блокада функции энзима ЕВМ1, ключевого сенсора стресса эндоплазматического 
ретикулума приводит к увеличению уровня экспрессии мРНК РЕКЕВ1 и РЕКЕВ2, а также их альтернативных сплайс- 
вариантов. Больше того, при гипоксии уровень экспрессии мРНК РЕКЕВ2 увеличивается как в контрольных клетках 
глиомы, так и в генетически модифицированных клетках глиомы. В той же время, уровень экспрессии мРНК РЕКЕВ! и ее 
альтернативных сплайс-вариантов существенно не изменяется при этих экспериментальных условиях. Экспозиция клеток 
в условиях дефицита глютамина и глюкозы приводит к увеличению уровня экспрессии мРНК РЕКЕВІ и PFKFB2 только в 
контрольных клетках глиомы, а альтернативных сплайс-вариантов этих мРНК также увеличивается только в контрольных 
клетках глиомы и только в условиях дефицита глютамина. Было также показано, что блокада функции сигнального энзима 
предотвращает увеличение экспрессии мРНК РЕКЕВІ и PFKFB2, а также их альтернативных сплайс-вариантов, что 
индуцируется в условиях дефицита глютамина и глюкозы. Таким образом, результаты этого исследования четко 
продемонстрировали, что уровень экспрессии мРНК РЕКЕВІ и PFKFB2, а также их альтернативных сплайс-вариантов без 
6-фосфофрукто-2-киназной активности, увеличивается в клетках глиомы с утраченной функцией ERNI и что в условиях 
дефицита глютамина и глюкозы уровень экспрессии этих мРНК также увеличивается, но лишь в контрольных клетках 
глиомы. Возможно, что увеличение уровня экспрессии генов РЕКЕВІ и РЕКЕВ2 в условиях дефицита глютамина и 
глюкозы опосредуется сигнальной системой ЕВ М1, поскольку оно отсутствует в клетках с утраченной функцией ERNI, а 
наблюдается лишь в контрольных клетках глиомы. 


Ключевые слова: экспрессия мРНК, РЕКЕВІ, РЕКЕВ2, уникальные альтернативные сплайс-варианты, клетки глиомы, OT 
эндоплазматического ретикулума к ядру-1 (ERN1), гипоксия, дефицит глюкозы и глютамина. 
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Cancer cells preferentially utilize glycolysis in order to satisfy their increased energetic and biosynthetic requirements. We have 
studied effect of hypoxia and ischemia, which are important factors for tumor neovascularization and growth, on the expression of 
glycolytic enzymes genes phosphofructokinase-1 (PFKL, PFKM and PFKP) and lactate dehydrogenase (LDHA and LDHB) in the 
glioma cell line U87 with knockdown of endoplasmic reticulum-nuclei-1 (ERNI) sensing and signaling enzyme. It was shown that 
loss of the signaling enzyme ERNI function leads to an increase in the expression levels of PFKL, PFKP and LDHA mRNA. 
However, expression level of PFKM mRNA decreases at this experimental condition. It was also shown that hypoxia strongly 
induces the expression of PFKL and PFKP mRNA in control glioma cells; however knockdown of ERNI suppresses the effect of 
hypoxia on PFKP and especially PFKL mRNA expression. At the same time, hypoxia increases the expression levels of LDHA in 
both cell types and decreases PFKM expression in control cells only. Besides that, the expression levels of PFKL and РЕКМ mRNA 
increase in glucose and decrease in glutamine deprivation conditions but also in control glioma cells only. Expression levels of both 
LDHA and LDHB mRNA decrease in glutamine deprivation conditions in both cell types. Thus, the expression level of 
phosphofructokinase-l and lactate dehydrogenase genes is mainly dependent on ERNI signaling enzyme function in normal 
condition but there are gene specific changes in control glioma cells and cells with ERNI loss of function at hypoxic and nutrient 
deprivation conditions. It is possible that different variants of phosphofructokinase-1 and lactate dehydrogenase 
proteins play different role in ERNI signaling system associated with endoplasmic reticulum stress. 


Key words: mRNA expression, PFKL, PFKM, PFKP, ІДНА, LDHB, glioma cells, ERN1 knockdown, hypoxia, glucose and 
glutamine deprivation. 


INTRODUCTION and 10) [13]. These isozymes function as subunits of the 
mammalian tetramer phosphofructokinase (EC 2.7.1.11), 
which catalyzes the phosphorylation of D-fructose-6- 
phosphate to D-fructose-1,6-bisphosphate, a key step in 
glycolysis. PFK1 from muscle is a homotetramer of M 
subunits, PF-1 from liver is a homotetramer of L-subunits, 
while PFK1 structure from other organs varies depending 
on tissue type. Recently, novel testis-specific and embryo- 
specific isoforms of the phosphofructokinase-1 muscle 
type gene were identified [13]. There is data that allosteric 
citrate binding sites on 6-phosphofructo-1-kinase M is 
important for enzymatic activity and substitution of 
residue at this citrate-binding site (D591V) resulted in the 
complete loss of activity [14]. Moreover, posttranslational 
modification of PFK1 enzyme is an important feature of 
cancer metabolism and might be the pivotal factor of 
deregulated glycolytic flux in tumors [15]. There is data 
that transcription factor KLF4 (Kruppel-like factor 4; zinc 
finger protein EZF) plays a role in maintenance of high 
glycolytic metabolism by transcriptional activation of the 
PFKP gene in breast cancer cells and can act both as 
activator and as repressor [16]. 

The protein encoded by lactate dehydrogenase genes 
(EC 1.1.1.27) catalyzes the conversion of L-lactate and 
NAD to pyruvate and NADH in the final step of anaerobic 


A high rate of glycolytic flux, even in the presence of 
oxygen, is a central metabolic hallmark of most neoplastic 
tumors. The high glucose metabolism of cancer cells is 
caused by а combination of Mhypoxia-responsive 
transcription factors, activation of oncogenic proteins and 
the loss of tumor suppressor function. Over-expression of 
HIF-1a or HIF-2a and MYC, activation of ras and loss of 
TP53 and/or other tumor suppressor functions each have 
been found to stimulate glycolysis in part by activating a 
family of regulatory bifunctional 6-phosphofructo-2- 
kinase/fructose-2,6-bisphosphatases (PFKFB) and 
hexokinases [1, 2]. The PFKFB enzymes synthesize 
fructose-2,6-bisphosphate which allosterically activates 6- 
phosphofructo-1-kinase (PFK-1), a rate-limiting enzyme 
and essential control point in the glycolytic pathway [3— 
5]. Hypoxia responsive enzymes PFKFB3, PFKFB4 and 
PFKFB2 are overexpressed in different cancer tissues and 
activate PFK-1 via enhanced production of fructose-2,6- 
bisphosphate [6—9]. Overexpression of these enzymes as 
well as hexokinase 2 is an obligatory factor of tumor cell 
glycolysis and increased proliferation [10—12]. 

Three phosphofructokinase-1 isozymes exist in 
humans: muscle, liver and platelet, which are encoded by 
separate genes located at different chromosomes (21, 12 
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glycolysis. High lactate dehydrogenase is associated with 
acute adult T-cell leukemia/lymphoma [17]. It was shown 
that lactate dehydrogenase expression in melanoma 
increases with disease progression and is associated with 
expression of Bcl-XL and Mcl-1, but not Bcl-2 proteins 
[18]. Moreover, upregulation of lactate dehydrogenase A 
by ErbB2 through heat shock factor 1 promotes breast 
cancer cell glycolysis and growth and knockdown of this 
enzyme in renal cancer cells results in significant 
reduction in tumor growth in a xenograft mouse model 
[19, 20]. 

Thus, the phosphofructokinase-1 isozyme family and 
lactate dehydrogenase proteins participate not only in the 
control of glucose metabolism via glycolysis, but also in 
the regulation of the cell proliferation and tumor growth. 

The endoplasmic reticulum is a key organelle in the 
cellular response to ischemia, hypoxia, and some 
chemicals which activate а complex set of signaling 
pathways named the unfolded protein response. This 
adaptive response is activated upon the accumulation of 
misfolded proteins in the endoplasmic reticulum and is 
mediated by three endoplasmic reticulum-resident sensors 
named PERK (PRK-like ER kinase), 1ВЕПЕВМ1 
(Inositol Requiring Enzyme-l/Endoplasmic Reticulum — 
Nuclei-1) and ATF6 (Activating Transcription Factor 6), 
however, endoplasmic reticulum — nucler-1 is the 
dominant sensor [21-24]. Activation of the unfolded 
protein response tends to limit the de novo entry of 
proteins in to the endoplasmic reticulum and facilitate 
both the endoplasmic reticulum protein folding and 
degradation to adapt cells for survival or, alternatively, to 
enter cell death programs through endoplasmic reticulum- 
associated machineries [21, 22, 25]. As such, it 
participates in the early cellular response to the 
accumulation of misfolded proteins in the lumen of the 
endoplasmic reticulum, occurring under Бой 
physiological and pathological conditions. 

Two distinct catalytic domains of the bifunctional 
signaling enzyme endoplasmic reticulum — nuclei-1 were 
identified: а serine/threonine kinase and ап 
endoribonuclease which contribute to ERNI signalling. 
The ERN1-associated kinase activity autophosphorylates 
and dimerizes this enzyme, leading to the activation of its 
endoribonuclease domain, degradation of a specific subset 
of mRNA, and initiation of the pre-XBP1 (X-box binding 
protein 1) mRNA splicing [24—26]. Mature ХВРІ mRNA 
splice variant encodes a transcription factor that has 
different C-terminus amino acid sequence and stimulates 
the expression of hundreds of unfolded protein response- 
specific genes [21, 25]. 

Moreover, the growing tumor requires the 
endoplasmic reticulum stress as well as hypoxia and 
ischemia for own neovascularization and growth and the 
complete blockade of ERNI signal transduction pathway 
has anti-tumor effects [26, 27]. The endoplasmic 
reticulum stress response-signalling pathway is linked to 
the neovascularization process, tumor growth and 
differentiation as well as cell death processes [27, 28]. 
Thus, the blockade of the main unfolded protein response 
sensor ERNI is important in studying the role of ERNI 
signalling pathways in tumor progression, especially in 
malignant gliomas; it is important in the development of a 


new understanding concerning molecular mechanisms of 
malignant tumors progression in relation to 
ischemia/hypoxia and it will help define the best targets 
for the design of specific inhibitors that could act as 
potent antitumor drugs. Gliomas are the most frequent 
primary brain neoplasms and represent a major challenge 
in cancer therapy as they are not easily accessible to 
current therapies. 

The main goal of this work is to study the role of 
ERNI-signaling pathways in tumor progression by 
investigating the expression of phosphofructokinase-1 and 
lactate dehydrogenase genes in glioma U87 cells with 
ERNI loss of function under normal, hypoxic and 
ischemic (glucose or glutamine deprivation) conditions. 


MATERIALS AND METHODS 


Cell Lines and Culture Conditions. The glioma cell 
line U87 was obtained from ATCC (USA) and grown in 
high glucose (4,5 g/l) Dulbecco's modified Eagle’s 
minimum essential medium (DMEM; Gibco, Invitrogen, 
USA) supplemented with glutamine (2 mM), 10% fetal 
bovine serum (Equitech-Bio, Inc., USA), penicillin (100 
units/ml; Gibco) and streptomycin (0,1 mg/ml; Gibco) at 
37°C in a 5% СО incubator. In this work we used two 
sublines of this glioma cell line. One subline was obtained 
by selection of stable transfected clones with 
overexpression of vector, which was used for creation of 
dnERNI. This untreated subline of glioma cells (control 
glioma cells) was used as control 1 in the study of the 
effect of hypoxia and glutamine or glucose deprivations 
on the expression level of PFK-1 and LDH genes. Second 
subline was obtained by selection of stable transfected 
clones with overexpression of ERN1 dominant/negative 
constructs (dnERN1) and has suppressed both protein 
kinase and endoribonuclease activities of this signaling 
enzyme [13]. The expression level of PFK-1 and LDH 
genes in these cells was compared with cells, transfected 
by vector (control 1), but this subline was also used as 
control 2 for investigation the effect of hypoxia and 
glutamine or glucose deprivations on the expression level 
of PFK-1 and LDH genes under blockade ERNI function. 

Hypoxic conditions were created in special incubator 
with 3 % oxygen and 5 96 carbon dioxide levels; culture 
plates were exposed to these conditions for 16 hrs. For 
glucose or glutamine deprivation the growing medium in 
culture plates was replaced with a medium without 
glucose or without glutamine and thus exposed for 16 hrs. 
The suppression level of ERNI enzymatic activity in 
glioma cells that overexpress a dominant-negative 
construct of endoplasmic reticulum-nuclei-1 (dnERNI) 
was estimated by analysis of the expression of ХВРІ 
alternative splice variant (XBPIs), a key transcription 
factor in ERNI signaling, and phosphorylated isoform 
ERNI using cells treated by tunicamycin (0,01 mg/ml 
during 2 hours). 

RNA isolation. Total RNA was extracted from 
different tumor tissues and normal tissue counterparts as 
described [29]. ЕМА pellets were washed with 75 % 
ethanol and dissolved in nuclease-free water. 

Reverse transcription and quantitative PCR 
analysis. The expression levels of PFKL, PFKM, PFKP, 
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LDHA and LDHB mRNA were measured in glioma cell 
line U87 and its subline with a deficiency of endoplasmic 
reticulum-nuclei-1l by quantitative polymerase chain 
reaction of complementary DNA (cDNA) using 
,stratagene Mx 3000P cycler” (USA) and SYBRGreen 
Mix (AB gene, Great Britain). QuaniTect Reverse 
Transcription Kit (QIAGEN, Germany) was used for 
cDNA synthesis as described previously [29]. Polymerase 
chain reaction was performed in triplicate. 

For amplification of phosphofructokinaase-1 (ATP:D- 
fructose-6-phosphate-1-phosphotransferase; PFK1) liver 
type (PFKL) cDNA we used sequence 5- 
GGAGCTTCGAGAACAACTGG -3' as forward primer 
апа 5"- CTGTGTGTCCATGGGAGATG -37 as reverse 
primer. The nucleotide sequences of these primers 
correspond to sequences 1186 — 1205 and 1353 — 1334 of 
human PFKL cDNA (GenBank accession number 
NM 002626). The size of amplified fragment is 168 bp. 

The amplification of the muscle isoform of 
phosphofructokinaase-1 (PFKM) cDNA was performed 
using forward (5'— AGAGCGTTTCGATGATGCTT — 
3") and reverse (5'— CAGTGCCAATGGTCATATCG – 
3’) primers. The nucleotide sequences of these primers 
correspond to sequences 397 — 416 and 720 — 701 of 
human PFKM cDNA (GenBank accession number 
NM 000289). The size of amplified fragment is 324 bp. 

For amplification of the platelet isoform of 
phosphofructokinaase-1 (PFKP) cDNA ме used 
sequence 5'- GCTCCATTCTTGGGACAAAA -3' as 
forward primer and 5° 
GATAGTGTTCAGGGCGGTGT -3' as reverse primer. 
The nucleotide sequences of these primers correspond to 
sequences 1497 — 1516 and 1753 — 1734 of human PFKP 
cDNA (GenBank accession number NM 002627). The 
size of amplified fragment is 257 bp. 

The amplification of lactate dehydrogenase-A 
(LDHA; cell proliferation-inducing gene 19 protein) 
cDNA was performed using forward primer (5’— 
ACGTCAGCAAGAGGGAGAAA  -3) and reverse 
primer (5’`— CGCTTCCAATAACACGGTTT -3’). These 
oligonucleotides correspond to sequences 566 — 585 and 
756 — 737 of human LDHA cDNA (GenBank accession 
number NM 005566). The size of amplified fragment is 
191 bp. 

For amplification of lactate dehydrogenase-B (LDHB) 
cDNA we used sequence 5° 
CCAACCCAGTGGACATTCTT -3? as forward primer 
апа 5'— AAACACCTGCCACATTCACA -3' as reverse 
primer. The nucleotide sequences of these primers 
correspond to sequences 524 — 543 and 742 — 723 of 
human LDHB cDNA (GenBank accession number 
NM 002300). The size of amplified fragment is 219 bp. 

The amplification of beta-actin cDNA was performed 
using forward - 5- CGTACCACTGGCATCGTGAT -3' 
and reverse - 5- GIGTTGGCGTACAGGTCTTT –3' 
primers. The expression of beta-actin mRNA was used as 
control of analyzed RNA quantity. The primers were 
received from “Sigma” (USA). 

The amplification of XBP1 cDNA was performed 


using HotStarTaq Master Mix Kit ("OIAGEN", 
Germany), “MasterCycler Personal” (“ЕррепогР”, 
Germany) and primers: forward - 5° 


GGAGTTAAGACAGCGCTTGG -3' and reverse - 5'– 
TCACCCCTCCAGAACATCTC -3'. The nucleotide 
sequences of these primers correspond to sequences 441 — 
460 and 608 — 589 of ХВРІ mRNA (GenBank accession 
number NM 005080). The size of amplified fragment is 
168 bp for non spliced variant and 142 bp for alternative 
splice variant (ХВР15). The phosphorylated isoform 
ERNI was measured by Western analysis using IREIp, 
phosphorylated (Ser724), US Biological. 

An analysis of quantitative PCR was performed using 
special computer program “Differential expression 
calculator" and statistic analysis — in Excel program. The 
amplified DNA fragments were analyzed on a 2 96 
agarose gel and that visualized by 5x Sight DNA Stain 
(EUROMEDEA). 


RESULTS AND DISCUSSION 


In this study, we have used the human glioma cell line 
087 and a genetically modified variant of these cells 
(deficient in the endoplasmic reticulum stress signaling 
enzyme ERN1) to investigate the expression of different 
genes that encode phosphofructokinase-1 and LDH 
proteins as well as the involvement of the endoplasmic 
reticulum stress signaling system in the effect of hypoxia 
and glutamine or glucose deprivation on the expression of 
these genes. The level of suppression of the enzymatic 
activity of ERNI was estimated by analysis of the 
expression of ХВР! and its splice variant, shorter isoform 
(ХВРІ5), a key transcription factor in ERNI signaling, in 
087 glioma cells that overexpress a dominant-negative 
construct of endoplasmic reticulum-nuclei-1 (dnERNI) 
compared with the control glioma cells transfected with a 
vector. As shown in fig. 1, inductor of endoplasmic 
reticulum stress, tunicamycin (10 mg/l), strongly induces 
alternative splicing of XBP1 only in control glioma cells, 
while having no effect on this process in transfected with 
dnERNI cells. Moreover, the results presented in fig. 1 
also shown that phosphorylated isoform of ERNI, 
measured by Western analysis using antibody against 
phosphorylated form of ERNI (Ser724), also presents in 
control glioma cells only. This data clearly demonstrated 
the complete blockade the ERN1 enzyme function in 
glioma cells transfected with dnERNI. 

We have also found that PFKL, PFKM, PFKP, LDHA 
and LDHB genes are expressed in the human glioma cell 
line U87 and the levels of its expression are mainly 
depend from ERNI signaling enzyme function. As shown 
in fig. 2, the expression level of PFKL, PFKP and LDHA 
mRNA significantly increases in glioma cells, deficient in 
signaling enzyme ERNI function, compared with the 
control value: +176, +72 and +31 %, respectively. 
However, PFKM mRNA expression levels are decreased 
(-43 %) in glioma cells with signalling enzyme ERNI loss 
of function (fig. 2). At the same time, the suppression of 
ERNI enzyme function does not change significantly the 
expression level of LDHB mRNA. 

Exposure of cells to hypoxia for 16 hrs leads to an 
increase the expression level of PFKL (19 fold), PFKP 
(2.5 fold) and LDHA (+31 %) mRNA in control glioma 
cells, as compared to control 1, but to decrease the 
expression level of PFKL (-19 96; fig. 3 — 6). At the same 
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time, in glioma cells with suppressed function of the 
signaling enzyme ERNI effect of hypoxia on the 
expression level of PFKL and PFKM was not observed, as 
compared to control 2 (fig. 3 and 4). However, the 
expression level of PFKP and LDHA mRNA increases 
under hypoxia in glioma cells with ERNI loss of function: 
+44 and +23 95, respectively (fig. 5 and 6). 

As shown in fig. 3 and 4, the expression level of PFKL 
and PFKM mRNA decreases in glucose deprivation 
condition in both tested glioma cell types: -38 and -25 % 
in control glioma cells and -25 and -31 % in ERNI 
knockdown glioma cells, respectively. Exposure of cells 
to glucose deprivation condition leads also to a decrease 
of LDHA mRNA expression level in both tested glioma 
cell types: -29 and -32, respectively, but expression level 
of PFKP mRNA decreases in glioma cells with 
suppressed function of the signaling enzyme ERNI only 
(fig. 5 and 6). 

However, glutamine deprivation condition leads to an 
increase of PFKL and PFKM mRNA expression level 
(+20 and +44 95, respectively) in control glioma cells but 
does not change significantly the expression level of these 
mRNA in glioma cells with suppressed function of the 
signaling enzyme ERNI (fig. 3 and 4). At the same time, 
the glutamine deprivation condition does not change 
significantly the expression level of PFKP and LDHA 
mRNA in control glioma cells, as compared to control 1, 
but decreases the expression level of these mRNA (-30 
and -17 %, respectively) in ERNI loss of function cells, as 
compared to control 2 (fig. 5 and 6). 


Investigation of LDHB mRNA expression shown that 
in control glioma cells the level of this mRNA expression 
does not change significantly at all experimental 
conditions but decreased in cells with ERNI loss of 
function under hypoxia and glutamine deprivation 
function, as compared to control 2 values: -19 and -20 95, 
respectively (fig. 7). 


- a — Phospho- 
р pERN1 
(Western) 
AW ——XBP1 
Lond – ХВР1; 
(RT-PCR) 
я s 3X—p-actin 
(RT-PCR) 
Vector dn 
ERN1 


Fig. 1. Effect of tunicamicin (0.01 mg/ml — 2 hours) on the level 
of phosphoERNI (Western analysis) and expression level of 
transcription factor ХВРІ and its alternative splice variant 
(ХВР1$) mRNA (qPCR analysis) in glioma cell line U87 stable 
transfected with vector (control) and its subline with blockade of 
signaling enzyme endoplasmic reticulum-nuclei-1 (ERNI) 
stable transfected with dnERNI. 
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Fig. 2. Effect of blockade of signaling enzyme ERNI on the expression levels of phosphofructokinase-1 type L (PFKL), type M 
(PFKM) and type P (PFKP) as well as lactate dehydrogenase А (СРНА) and B (LDHB) mRNA in glioma cell line 087 (Vector = 
control) and its subline with ERNI deficiency (dnERN1) measured by quantitative polymerase chain reaction. Values of PFKL, 
PFKM, PFKP, LDHA and LDHB mRNA expressions were normalized to the expression of beta-actin mRNA and represent as 


percent of control (100 96); n = 4; * — 


P « 0.05 as compared to control. 
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Fig. 3. Effect of hypoxia and glucose or glutamine deprivation on the expression of phosphofructokinase-1 type L (PFKL) mRNA in 
glioma cell line 087 (Control 1) and its subline with a deficiency of the signaling enzyme ERN1 (dnERNI = Control 2) measured by 
quantitative polymerase chain reaction. Values of PFKL mRNA expressions were normalized to beta-actin mRNA expression and 
represent as percent for control 1 (100 96); п = 4; * — P < 0.05 as compared to control 1; ** — P < 0.05 as compared to control 2. 
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Fig. 4. Effect of hypoxia and glucose or glutamine deprivation on the expression of phosphofructokinase-1 type M (PFKM) mRNA in 
glioma cell line 087 and its subline with loss of the signaling enzyme ERNI function (dnERNI) measured by quantitative 
polymerase chain reaction. Values of PFKM mRNA expressions were normalized to beta-actin mRNA expression and represent as 
percent for control 1 (100 96); n = 4; * — P < 0.05 as compared to control 1; ** — P < 0.05 as compared to control 2. 
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Fig. 5. Effect of hypoxia and glucose or glutamine deprivation on the expression of phosphofructokinase-1 type P (PFKP) mRNA in 
glioma cell line 087 and its subline with loss of the signaling enzyme ERNI function (dnERNI) measured by quantitative 
polymerase chain reaction. Values of PFKP mRNA expressions were normalized to beta-actin mRNA expression and represent as 
percent for control 1 (100 96); n = 4; * — P < 0.05 as compared to control 1; ** — P < 0.05 as compared to control 2. 
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Fig. 6. Effect of hypoxia and glucose or glutamine deprivation on the expression of lactate dehydrogenase A (LDHA) mRNA in 
glioma cell line 087 and its subline with loss of the signaling enzyme ERNI function (dnERNI1) measured by quantitative 
polymerase chain reaction. Values of LDHA mRNA expressions were normalized to beta-actin mRNA expression and represent as 
percent for control 1 (100 96); n = 4; * — P < 0.05 as compared to control 1; ** — P < 0.05 as compared to control 2. 
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Fig. 7. Effect of hypoxia and glucose or glutamine deprivation on the expression of lactate dehydrogenase B (LDHB) mRNA in 
glioma cell line 087 and its subline with loss of the signaling enzyme ERNI function (dnERNI1) measured by quantitative 
polymerase chain reaction. Values of LDHB mRNA expressions were normalized to beta-actin mRNA expression and represent as 
percent for control 1 (100 96); n = 4; * — P < 0.05 as compared to control 1; ** — P < 0.05 as compared to control 2. 


Bifunctional transmembrane signaling enzyme 
endoplasmic reticulum-nuclei-1 is a major proximal 
sensor of the unfolded protein response and participates in 
the early cellular response to the accumulation of 
misfolded proteins in the endoplasmic reticulum [27, 28]. 
It has been known that the endoplasmic reticulum stress 
sensing and signal transduction pathways are linked to the 
neovascularization process, tumor growth, and cellular 
death processes [27]. Moreover, the growing tumor 
requires endoplasmic reticulum stress, as well as ischemia 
and hypoxia both of which initiate endoplasmic reticulum 
stress. It 1s important for tumor neovascularization and 
growth as well as for inhibition of apoptotic processes 
[26, 28]. In this work, we studied the expression of 
several genes that encode phosphofructokinase-1 and 
lactate dehydrogenase proteins in glioma cells with ERNI 
knockdown for the purpose of evaluating the dependence 


of these genes upon the ERNI signaling enzyme function 
but PFKM - decreases. Results of this investigation 
clearly demonstrated that the expression level of PFKL, 
PFKP and LDHA increases in glioma cells without ERNI 
signaling enzyme function. This data is not completely 
correlate with anti-tumor effects of this ERNI blockade, 
but correlates with enhanced invasiveness [26, 28]. It is 
well known that phosphofructokinase-1 isoenzymes and 
lactate dehydrogenase participate in glycolysis and 
proliferation and are the components of endoplasmic 
reticulum stress system, but its activity controls by 
different mechanisms, not only ERNI signaling system 
[1, 2, 19, 27]. 

In this study we have studied effect of hypoxia on the 
expression of three phosphofructokinase-1 genes and two 
lactate dehydrogenase genes and shown that different 
phosphofructokinase-l and lactate dehydrogenase genes 
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have significant difference in hypoxia responsibility. 
More strong induction of the expression was shown for 
PFKL and PFKP mRNA in control glioma cells compared 
with values in glioma cells without ERNI signaling 
enzyme function. These results correlate with data 
concerning biological significance of different 
phosphofructokinase-1 and lactate dehydrogenase proteins 
in tumor growth [15, 16, 19, 30]. We have also shown that 
blockade of the activity of signaling enzyme endoplasmic 
reticulum-nuclei-1 leads to a complete reduction of 
hypoxic effect on the expression of PFKL and PFKM 
genes in glioma cells. This data demonstrated that effect 
of hypoxia on the expression of phosphofructokinase-1 
genes mediates by ERNI signaling system, at least partly 
and that blockade of the activity of ERNI signaling 
enzyme by dnERNI construct completely suppresses the 
formation of alternative splice variant of ХВРІ and the 
main biological function of ERNI. 

In this study we have also shown different sensitivity 
different phosphofructokinase-1 and lactate 
dehydrogenase genes to glutamine or glucose deprivation 
conditions both in control glioma cells and cells with 
ERNI loss of function. Thus, the expression levels of 
PFKL and PFKM mRNA decrease in glucose deprivation 
condition in both used cell types, but expression levels of 
these mRNA significantly increase in glutamine 
deprivation condition only in control glioma cells. It is 
possible that increase of PFKL and PFKM mRNA 
expression in cells without activity of ERN1 enzyme 
function is sensitive to glutamine deprivation because its 
induction mediated by ERNI signaling system. 

Results of these investigations demonstrated that the 
expression of genes encoding the phosphofructokinase-1 
and lactate dehydrogenase proteins in glioma cells is 
mainly regulated by hypoxia, glutamine or glucose 
deprivation and depends upon the activity of signaling 
enzyme endoplasmic  reticulum-nuclei-l. However, 
PFKL, PFKP and LDHA are more sensitive to these 
experimental conditions as compared to PFKM and 
LDHB. 


CONCLUSIONS 


Thus, the major finding reported here is that the 
expression of PFKL, PFKM, PFKP and LDHA genes are 
dependent on the function of ERNI signaling enzyme in 
normal condition but there are gene specific changes in 
control glioma cells and cells with ERNI loss of function 
at hypoxic and nutrient deprivation conditions. It is 
possible that different variants of phosphofructokinase-1 
and lactate dehydrogenase proteins play different role in 
ERNI signaling system associated with endoplasmic 
reticulum stress. However, the detailed molecular 
mechanisms of regulation of phosphofructokinase-1 and 
lactate dehydrogenase genes by ERNI signaling system 
under ischemic and nutrient deprivation conditions are 
complex and warrants further study. 
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Клітини злоякісних пухлин переважно використовують гліколіз для задоволення своїх підвищених енергетичних та 
біосинтетичних потреб. Ми досліджували вплив гіпоксії та ішемії, що є важливими факторами неоваскуляризації та росту 
пухлин, на експресію генів таких ензимів гліколізу як фосфофруктокіназа- 1 (PFKL, PFKM i РЕКР) та лактатдегідрогеназа 
(СРНА i LDHB) у клітинах гліоми лінії 087 з пригніченою функцією сенсорно-сигнального ензиму ЕКМІ (від 
ендоплазматичного ретикулуму до ядра-1). Встановлено, що втрата функції сигнального ензиму ЕКМІ приводить до 
збільшення рівня експресії мРНК РЕКІ, PFKP та LDHA. Разом з тим, рівень експресії мРНК РЕКМ за цих 
експериментальних умов знижується. Було також показано, що гіпоксія виражено індукує експресію мРНК РЕКІ, та РЕКР в 
контрольних клітинах гліоми, а виключення функції ERNI пригнічує ефект гіпоксії на експресію мРНК PFKP та особливо 
РЕКГ. B той же час, гіпоксія збільшує рівні експресії ІДНА в обох типах використаних нами клітин i знижує експресію 
РЕКМ, але лише в контрольних клітинах. Крім того, рівні експресії мРНК РЕКІ, та РЕКМ збільшуються за умов дефіциту 
глюкози та зменшуються за умов дефіциту глютаміну, але також лише в контрольних клітинах. Показано, що рівні експресії 
мРНК як ІДНА, так i LDHB, знижуються за умов дефіциту глютаміну в обох типах клітин. Таким чином, рівень експресії 
генів фосфофруктоюнази-1 та лактатдегідрогенази залежать від функції сигнального ензиму ERNI в нормальних умовах, 
але за умов гіпоксії та ішемії виявляються гено-специфічні зміни експресії в контрольних клітинах гліоми та в клітинах з 
втраченою функцією ензиму ERNI. Можливо, що різні варіанти протеїнів фосфофруктокінази-1 та лактатдегідрогенази 
відіграють різну роль в системі сигналінгу ERN1, асоційованого зі стресом ендоплазматичного ретикулуму. 


Ключові слова: експресія мРНК, PFKL, РЕКМ, РЕКР, ІДНА, LDHB, клітини гліоми, виключення функції ERNI, гіпоксія, 
дефіцит глюкози та глютаміну. 
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ВЛИЯНИЕ ИШОКСИИ И ИШЕМИИ НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ ФОСФОФРУКТОКИНАЗЫ-1 И 
ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ В КЛЕТКАХ ГЛІОМЫ 087 С УГНЕТЕННОЙ ФУНКЦИЕЙ ЕВМ1 


Марунич Р.Ю., Минченко Д.А., Кубайчук К.И., Бакалець T.B., Минченко А.Г. 


Клетки злокачественных опухолей преимущественно используют гликолиз для удовлетворения своих повышенных 
энергетических и биосинтетических потребностей. Мы исследовали влияние гипоксии и ишемии, которые есть важными 
факторами неоваскуляризации и роста опухолей, на экспрессию генов таких энзимов гликолиза как фосфофруктокиназа-1 
(PFKL, РЕКМ и РЕКР) и лактатдегидрогеназа (СРНА и LDHB) в клетках глиомы линии 087 с угнетенной функцией 
сенсорно-сигнального энзима ЕКМІ (or зндоплазматического ретикулума к адру-1). Установлено, что потеря функции 
сигнального энзима ERNI приводит к увеличению уровня экспрессии мРНК РЕКІ, РЕКР и ІДНА. Вместе с тем, уровень 
экспрессии мРНК РЕКМ при этих экспериментальных условиях снижается. Было же показано, что гипоксия выражено 
индуцирует экспрессию мРНК PFKL та РЕКР в контрольных клетках глиомы, а выключение функции ERNI угнетает 
эффект гипоксии на экспрессию мРНК РЕКР и особливо РЕКГ. В то же время, гипоксия увеличивает уровни экспрессии 
ГОНА в обоих типах использованных нами клеток и снижает экспрессию РЕКМ, но только в контрольных клетках. Кроме 
того, уровни экспрессии мРНК РЕКГ и РЕКМ увеличиваются в условиях дефицита глюкозы и уменьшаются в условиях 
дефицита глютамина, но также только в контрольных клетках. Показано, что уровни экспрессии мРНК как LDHA, таки 
ГОНВ, снижаются в условиях дефицита глютамина в обоих типах клеток. Таким образом, уровни экспрессии генов 
фосфофруктокиназы-1 и лактатдегидрогеназы зависят от функции сигнального знзима ЕВМ1 в нормальных условиях, но B 
условиях гипоксии и ишемии выявляются гено-специфические изменения экспрессии в контрольных клетках глиомы и в 
клетках с утерянной функцией знзима ERNI. Вполне возможно, что различные варианты протеинов фосфофруктокиназы- 1 
и лактатдегидрогеназы играют различную роль в системе сигналинга ERNI, ассоциированного со стрессом 
эндоплазматического ретикулума. 


Ключевые слова: экспрессия мРНК, PFKL, PFKM, PFKP, ІДНА, LDHB, клетки глиомы, выключение функции ERNI, 
гипоксия, дефицит глюкозы и глютамина. 
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Мета даного дослідження - з'ясувати можливість залучення дофамінових 12-рецепторјв до можливої участі 
дофамінергічної системи головного мозку в реалізації ефектів мелатоніну на гіпоталамо-адреналову систему в птахів у 
різний час доби. Для цього японським перепелам вранці, вдень, ввечері або вночі однократно вводили фізіологічний розчин 
(контрольна група), мелатонін, блокатор дофамінових D2-penuenropis галоперидол, або мелатонін після блокади 
D2-penenropiB галоперидолом. Показано, що в ряді випадків вплив мелатоніну на морфометричні параметри епіфіза, 
гіпоталамічних ядер та наднирників після блокади D2-peuernropiB галоперидолом відрізняється від впливу самого 
мелатоніну, 1 ця різниця не може бути пояснена простою сумацією ефектів. А тому зроблено висновок, що хоча в більшості 
випадків вплив мелатоніну на гіпоталамо-адреналову та циркадну системи птахів не опосередковується дофамінергічною 
системою головного мозку із залученням дофамінових О2-рецептор!в; проте в певний час доби такий шлях впливу 
мелатоніну все ж таки можливий: в аркуатному ядрі - вранці та вдень, у вентромедіальному ядрі - вдень, у 


паравентрикулярному ядрі - ввечері та вночі, в супрахіазматичному ядрі - ввечері, в епіфізі - вночі. 


Ключові слова: мелатонін, дофамінові рецептори, наднирники, гіпоталамус, епіфіз, птахи. 


ВСТУП 


Ендокринна система відіграє значну роль в 
онтогенезі тваринного організму. Одними з важливих 
ендокринних залоз є надниркові залози. На сьогодні 
відомо, що активність наднирників перебуває під 
контролем гіпофіза та гіпоталамуса, а вони, в свою 
чергу, під контролем позагіпоталамічних структур мозку 
[1]. До таких структур відноситься И епіфіз, гормон 
якого мелатонін вважають координатором добових та 
сезонних ритмів активності нейроендокринної системи, 1 
не тільки [3]. 

Існує думка, що частина ефектів мелатоніну на 
гіпоталамо-гіпофізірно-адреналову 1 в цілому на 
нейроендокринну систему може бути пов'язана з Його 
впливом на синтез і виділення дофаміну, а останній вже 
діє безпосередньо через свої рецептори [4-7]. Для 
з'ясування можливості такої дії мелатоніну та 
дослідження ролі в цьому процесі дофамінових 
D2-peuerrropiB i проведено дане дослідження. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Дослідження було проведено на самцях японських 
перепелів (Coturnix japonica) 5-тижневого віку. Птахів 
утримували в умовах одного віварію на стандартному 
раціоні (їжа - комбікорм пташиний виробництва 
Київського комбікормового заводу, вода — ad libitum, 
температура — +22-23 "С). Світловий режим: 14 годин — 


світло (з 7 до 21 години), 10 годин - темрява (з 21 до 7 
години). 

Було сформовано 16 експериментальних груп по 5 
птахів у кожній групі. Їм у відповідний час доби 
одноразово давали: 1.) фізіологічний розчин 
перитонеально о 7:00 в кількості 0,2 мл на птаха; 2.) 
галоперидол (блокатор дофамінових [2-рецепторів) 
перитонеально о 6:00 в дозі 30 мкг (тут 1 далі всі дози 
вказані з розрахунку на 100 г маси тіла); 3.) мелатонін 
перорально 07:00 в дозі 10 мкг; 4.) галоперидол 
перитонеально о 6:00 в дозі 30 мкг 1 мелатонін 
перорально о 7:00 в дозі 10 мкг; 5.) фізіологічний розчин 
перитонеально о 13:00 в кількості 0,2 мл на птаха; 6.) 
галоперидол перитонеально о 12:00 в дозі 30 мкг; 7.) 
мелатонін перорально о 13:00 в дозі 10 мкг; 8.) 
галоперидол перитонеально о 12:00 в дозі 30 мкг i 
мелатонін перорально о 13:00 в дозі 10 мкг; 9.) 
фізіологічний розчин перитонеально о 19:00 в кількості 
0,2 мл на птаха; 10.) галоперидол перитонеально о 18:00 
в дозі 30 мкг; 11.) мелатонін перорально о 19:00 в дозі 
10 мкг; 12.) галоперидол перитонеально о 18:00 в дозі 
30 мкг 1 мелатонін перорально о 19:00 в дозі 10 мкг; 13.) 
фізіологічний розчин перитонеально о 1:00 в кількості 
0,2 мл на птаха; 14.) галоперидол перитонеально в 0:00 в 
дозі 30 мкг; 15.) мелатонін перорально о 1:00 в дозі 
10 мкг; 16.) галоперидол перитонеально в 0:00 в дозі 
30 мкг 1 мелатонін перорально о 1:00 в дозі 10 мкг. 
Галоперидол розчиняли у фізіологічному рочині, a 
мелатонін замішували у борошняні кульки. 
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Через 2 години після введення відповідного 
препарату птахів декапітували (групи 1-4 - о 9:00, групи 
5-8 – о 15:00, групи 9-12 - о 21:00, групи 13-16 – о 3:00). 

Для досліджень брали гіпоталамічну область мозку, 
епіфіз та наднирники, які фіксували в фіксаторі Буена. 
Потім отриманий метеріал заливали в парафін i 
виготовляли парафінові зрізи товщиною 5-6 мкм. Зрізи 
гіпоталамуса фарбували за методикою Ніссля, зрізи 
епіфіза - гематоксиліном Бемера, зрізи наднирників - 
гематоксиліном Бемера й еозином [2]. 

Гістологічні препарати аналізували на світловому 
мікроскопі за допомогою окуляр-мікрометра MOB-1-15x 
1 морфометричної установки 3 використанням 
комп'ютерної програми Promorph-Paradise for Windows. 
Ha зрізах гіпоталамуса вимірювали діаметр ядер 
нейронів аркуатного, супрахіазматичного, 
паравентрикулярного,  супраоптичного,  вентромеді- 
ального 1 дорсомедіального ядер, на зрізах епіфіза - 
площу перетину ядер  пінеалоцитів, на зрізах 
наднирників – ширину тяжів інтерренальної тканини. 

Статистичну обробку здійснювали методами 
варіаційної статистики за допомогою програмного 
забезпечення STATISTICA 5,0 for Windows. Вірогідність 
різниці між контрольними 1 дослідними групами 
оцінювали за |-критерем Стьюдента. Вірогідною 
вважали різницю між порівнюваними показниками при 
Р<0,05. 


РЕЗУЛЬТАТИ TA ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Ширина тяжів інтерренальної тканини наднирників у 
піддослідних птахів (аналог коркової речовини 
наднирників ссавців) зменшується після ранкового 
введення мелатоніну, не змінюється - після денного та 
вечірнього введення мелатоніну, і зростає - після 
нічного введення мелатоніну (табл. 1). Тобто, характер 
впливу екзогенного мелатоніну на надниркові залози 
залежить від часу доби. Введення мелатоніну після 
блокади дофамінових 102-рецептортв галоперидолом в 
ранкові, вечірні та нічні години не відрізняється 
достовірно від введення лише мелатоніну (табл. 1). А 
достовірне зниження ширини тяжів інтерренальної 
тканини після денного введення мелатоніну та 
галоперидолу порівняно з введенням тільки мелатоніну 
може бути пояснене гальмівним впливом галоперидолу, 
оскільки введення галоперидолу в цей час доби знижує 
даний параметр порівняно з контрольною групою (табл. 
1). 

B більшості гіпоталамічних ядер, які можуть бути 
залучені до регуляції активності наднирників 
(аркуатному, вентромедіальному, дорсомедіальному, 
паравентрикулярному, супраоптичному) ситуація 
подібна до вищеописаної у наднирниках. Проте в 
аркуатному | ядрі | вранці та вдень, а у 
паравентрикулярному ядрі ввечері та вночі ситуація 
інша. 


Зокрема, введення мелатоніну вдень веде до 
зниження діаметра ядер нейронів аркуатного ядра, а при 
введенні мелатоніну на фоні блокади дофамінових 
02-рецепторів галоперидолом діаметр ядер нейронів 
цього ядра зростає, хоча введення самого галоперидолу 
не змінює даний параметр (табл. 1). Така різниця у 
впливі мелатоніну та мелатоніну з галоперидолом на 
нашу думку може бути пояснена взаємодією між цими 
двома речовинами при впливі на аркуатне ядро в цей 
період доби. Вранці введення мелатоніну, так само, як 1 
введення галоперидолу не веде до достовірних змін 
діаметра ядер нейронів аркуатного ядра, проте при 
введенні мелатоніну після блокади 102-рецептортв 
галоперидолом діаметр ядер нейронів цього ядра зростає 
(табл. 1). 

Так само, вечірнє введення мелатоніну 1 вечірнє 
введення галоперидолу окремо веде до зростання 
діаметра ядер нейросекреторних клітин 
паравентрикулярного ядра, а ефект від їх сукупного 
впливу гальмівний (табл. 1). Тобто, і в цьому випадку 
можливою є реалізація частини впливів мелатоніну 
через дофамінергічну систему головного мозку За 
допомогою О2-рецепторв. При нічному введенні 
мелатоніну 1 галоперидолу спостерігається зниження 
діаметра ядер нейронів паравентрикулярного ядра, але 
при сумарному їх введенні даний параметр не зазнає 
достовірних змін порівняно з контрольною групою 1 є 
достовірно вищим порівняно з тваринами, які в цей час 
доби отримували тільки мелатонін (табл. 1). 

У вентромедіальному ядрі введення мелатоніну 
вдень не веде до достовірних змін діаметра ядер 
нейронів цього ядра порівняно з контрольною групою 
(табл. 1). Але даний параметр зростає після введення 
мелатоніну на фон: заблокованих галоперидолом 
D2-peuerrropiB, хоча сам галоперидол B цей період доби 
не веде до змін діаметра ядер нейронів 
вентромедіального ядра (табл. 1). 

Отже, не виключено, що у птахів частина ефектів 
мелатоніну на аркуатне ядро вранці та вдень, на 
вентромедіальне ядро — вдень, а на паравентрикуларне 
ядро — ввечері та вночі може бути реалізована через 
дофамінергічну систему головного мозку 13 залученням 
D2-peuerrropis. 


У циркадній | системі птахів (епіфіз та 
супрахіазматичне ядро гіпоталамуса) переважає 
стимулюючий вплив мелатоніну (табл. 1). Ефект 


введення мелатоніну після блокади дофамінових 
02-рецепторів галоперидолом може відрізнятися від 
ефекту введення лише мелатоніну, причому таку 
різницю ввечері на супрахіазматичне ядро, а вночі на 
епіфіз (табл. 1) ми не можемо пояснити простою 
сумацією ефектів мелатоніну та галоперидолу. Тобто, у 
двох останніх випадках можливою є реалізація частини 
впливу мелатоніну через дофамінергічну систему мозку 
із залученням D2-peuerrropis. 
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ВВЕДЕННЯ МЕЛАТОНІНУ В РІЗНИЙ ЧАС ДОБИ ПРИ БЛОКОВАНИХ ДОФАМІНОВИХ D2-PEHEIITOPAX 


Таблиця 1 
Морфометричні показники активності епіфіза і гіпоталамо-адреналової системи 
після введення мелатоніну та галоперидолу в різний час доби. 
площа діаметри ядер нейронів гіпоталамічних ядер, мкм ширина 
умови експерименту перетину » ° ° " тяжів 
яде : 2 = Я ‚8 Е наднир- 
дер Bus = = = «в 3 днир 
шнеало- а a о 2 2 ak Ë HHKIB, MKM 
1 З я m |! д а шо = 
ЦИТІВ x Е ° = MEZ о = ° 
ibi NE. > = 9.8 SW ë. о 
о ИЕ ИЕ ee [ee | BE | BB 
MKM o E З а = HE E м °` = 
ранкове введенна препаратјв 
фізіологічний розчин 19,8+0,7 7,2+0,2 7,7+0,1 6,5+0,1 6,7+0,1 10, +0,1 10,0+0,1 39,6+0,5 
мелатонін 19,1=0,2 8,0=0,1* 7,9-0,2 6,6+0,1 6,5=0,1 10,8=0,1 10, +0,2* 36,6+0,6* 


галоперидол 19,0=0,6 9,2+0,1* 7,8=0,1 6,7+0,1 6,6+0,1 10,8+0,1 10,4+0,1* 37,7+0,5* 


галоперидол + мелатонін | 19,2+0,5 8,2+0,1* 9,1=0,1*^ | 6,8+0,1 6,7=0,1 | 10,9+0,1 9,7+0,1 36,1+0,7% 
денне введення препаратів 

фізіологічний розчин 18,8:0,3 7,7+0,1 7,9+0,1 6,8+0, 1 6,7+0,1 | 10,9+0,2 10,7+0,1 37,5+0,8 

мелатонін 20,3+0,4* 8,6+0,1* 7,4+0,1* 6,6+0, 1 6,8+0,1 1 1,2+0,1 1 1,0+0,1 38,5+0,6 

галоперидол 19,5+0,5 9,0+0,1* 7,7+0,1 6,6+0, 1 6,5+0,1 | 10,7+0,2 10,6+0,1 35,2+0,4* 


галоперидол + мелатонін | 19,7+0,4 9,4+0,1*^ | 9,8=0,2*^ | 7,240,2*% | 6,5+0,1 | 10,8=0,1^ | 10,4%0,2 | 35,7=0,4*^ 
вечірнє введення препаратів 


фізіологічний розчин 20,3+0,4 8,7+0,1 7,8+0,1 7,0+0,1 6,9+0,1 10,2+0,1 10,7=0,2 36,1+0,5 
мелатонн 23,6+0,4* 9,5+0,1* 8,8+0, 1* 6,8+0, 1 6,9-0,1 11,0+0,1* 10,3+0,1 36,1+0,5 
галоперидол 19,1+0,5 9,6+0,1% 8,2+0,1* 7,0+0,1 7,0+0,1 11,1+0,2% 11,4+0,1* 37,2+0,8 


галоперидол + мелатонін | 19,1+0,5^ | 8,3=0,1*^ | 9,1+0,2% 7,4=0,1*^ | 6,8=0,1 | 9,940,1% 11,0=0,2 37,8+0,7 
нічне введення препаратів 


фізіологічний розчин 18,7+0,4 8,5=0,1 7,2+0,1 6,9-0,1 6,7+0,1 1 1,0+0,1 1 1,0-0,2 35,0+0,4 
мелатонін 23,2+0,4* 8,5=0,2 7,6=0,1* 6,4=0,1* 6,5=0,1 10,4=0,2* 10,2=0,1* 36,9+0,4* 
галоперидол 20,3+0,4* | 8,9+0,1* 8,6+0,2* 7,0+0,2 7,2+0,1* | 10,5+0,2% | 11,3+0,1 35,5+0,5 


галоперидол + мелатонін | 19,2+0,5^ | 8,8+0,1* 9,2=0,1*^ | 6,7=0,1^ 6,7+0,1 | 11,0=0,2^ | 10,3+0,1% | 38,5=0,8* 
ж — P«0,05 (порівняно з відповідним параметром y контрольній груш B той же час доби). 
^ — P«0,05 (порівняно з відповідним параметром у груш, якій вводили лише мелатонін в той же час доби). 
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МОРФОЛОГИЧЕСКАЛ ХАРАКТЕРИСТИКА ГИПОТАЛАМО-АДРЕНАЛОВОЙ СИСТЕМЬ ПТИЦ ПОСЛЕ 
ОДНОКРАТНОГО ВВЕДЕНИЯ МЕЛАТОНИНА В РАЗНОЕ ВРЕМЯ СУТОК ПРИ БЛОКИРОВАННЫХ 
ДОФАМИНОВЫХ D2-PEHEHTOPAX 


Варенюк И.Н., Нужина Н.В., Янко Р.В., Дзержинский Н.Э. 


Цель данного исследования — выяснить возможность привлечения дофаминовых О2-рецепторов к возможному 
участию дофаминэргической системы головного мозга в реализации эффектов мелатонина на гипоталамо- 
адреналовую систему у птиц в разное время суток. Для этого японским перепелам утром, днем, вечером или ночью 
однократно вводили физиологический раствор (контрольная группа), мелатонин, блокатор дофамінових О2-рецепторов 
галоперидол, или мелатонин после блокады D2-penenropos галоперидолом. Показано, что в ряде случаев влияние 
мелатонина на морфометрические параметры эпифиза, гипоталамических ядер и надпочечников после блокады 
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О2-рецепторов галоперидолом отличается от влияния самого мелатонина, и эта разница не может быть объяснена простой 
суммацией эффектов. Поэтому сделан вывод, что хотя в большинстве случаев влияние мелатонина на гипоталамо- 
адреналовую и циркадную системы птиц не опосредовано дофаминэргической системой головного мозга с привлечением 
дофаминовых І 2-рецепторов; тем не менее в отдельных случаях такой путь влияния мелатонина все-таки возможен: в 
аркуатном ядре — утром и днем, в вентромедиальном ядре - днем, в паравентрикулярном ядре - вечером и ночью, B 
супрахиазматическом ядре - вечером, в эпифизе — НОЧЬЮ. 


Ключевые слова: мелатонин, дофаминовые рецепторы, надпочечники, гипоталамус, эпифиз, ПТИЦЫ. 


MORPHOMETRICAL DESCRIPTION ОЕ HYPOTHALAMIC-ADRENAL SYSTEM IN BIRD AFTER TREATMENT 
WITH A SINGLE DOSE OF MELATONIN AND BLOCKER OF DOPAMINERGIC D2-RECEPTORS HALOPERIDOL 
AT VARIOUS TIME OF DAY 


Vareniuk I.M., Nuzhyna N.V., Yanko R.V., Dzerzhynsky M.E. 


A check of possibility the brain dopaminergic system to mediate the influence of melatonin on hypothalamic-pituitary-adrenal 
axis in bird through D2-receptors was an aim of this study. Japanese quails were treated with a single dose of physiology 
solution (control group), melatonin, haloperidol (blocker of dopamine D2-receptors), or melatonin after haloperidol in four 
times of day (in the morning, in the day, in the evening, or at the night). It was shown that morphometrical data of pinealocytes, 
neurones of hypothalamic nuclei, taenia of adrenal gland after injection of melatonin without haloperidol and after injection of 
melatonin with D2-blocker haloperidol is different. In some cases this difference doesn't explain the additive effect of melatonin 
and haloperidol. So in most cases the dopamine via D2-receptors does not mediate the influence of melatonin on hypothalamic- 
pituitary-adrenal and circadian systems in bird. But this interaction exists in arcuate nucleus in the morning and in the day, in 
ventromedial nucleus in the day, in paraventricular nucleus in the evening and at the night, in suprachiasmatic nucleus in the 
evening, in pineal gland at the night. 


Key words: melatonin, dopaminergic receptors, adrenal gland, hypothalamus, pineal gland, bird. 
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Дезінтегрини - цистеїн збагачені поліпептиди, що зв'язуються з інтегриновими рецепторами 1 беруть участь в адгезії клітин 
різного типу. Блокуючи зв'язування лігандів з інтегринами групи p; i Bs, дезінтегрини інгібують агрегацію тромбоцитів, що 
викликана різними індукторами. Блокада тромбоцитарного рецептора фібриногену - інтегрину ПЬШа - може бути 
використана як підстава для створення ефективних терапевтичних засобів для профілактики та лікування тромботичних 


ускладнень. 


Ключові слова: гемостаз, агрегація тромбоцитів, інтегрини, GPIIb/IIIa, дезінтегрини, антитромботична терапія 


Протеїни отрути змій мають широкий спектр 
біологічної активності [1]. До теперішнього часу з 
отрути багатьох змій виділені й охарактеризовані 
білки, ферменти-активатори та інгібітори, що 
впливають на різні етапи зсідання крові — агрегацію 
тромбоцитів, активацію факторів зсідання крові, 
систему протеїну С. Деякі з них мають тромбіно-, 
плазміно- і калікреїноподібну активність [2]. В отруті 
змій також присутні фосфоліпази, фосфодиестерази, 
фосфомоноестерази, ацетилхолнестерази, 
протеолітичні ферменти (серинові протеїнази та 
металопротеїнази), МАР-нуклеозидази, 5- 
нуклеозидази, гіалуронідаза Серед пептидів, 
знайдених в отруті змій, є пре- та постсинаптичні 
нейротоксини, цито- 1 кардіотоксини [1], а також 
сполуки, що діють на систему гемостазу. До останніх 
належать ензими, що задіяні в утворенні/деградації 


згустку фібрину; активатори плазміногену, 
протромбіну, протеїну С, У та Х коагуляційних 
факторів; антикоагулянти, інгібітори тромбіну, 


ензими з геморагійною дією; інгібітори агрегації 
тромбоцитів [2, 3]. 

Мету роботи сфокусовано на аналізі літературних 
даних щодо структури, функцій та перспектив 
клінічного використання біологічно активних сполук 
класу | дезінтегринів | - інгібіторів агрегації 
тромбоцитів, що містяться в отруті змій. 

Тромбоцити – клітини крові, які приймають участь 
у функціонуванні системи гемостазу. При порушенні 
цілісності кров'яної судини починається активація 
тромбоцитів: вони швидко агрегують біля місця 
пошкодження, при цьому частина їх взаємодіє 3 
порушеною стінкою судини. Взаємодія тромбоцитів, 
які агрегують, з тромбоцитами, що поєдналися 3 
епітелієм, приводить до утворення первинного 
(тромбоцитарного) тромба, який закупорює місце 


пошкодження 1 попереджає втрату крові. Всі основні 
етапи зсідання крові пов'язані з функціонуванням 
тромбоцитів не тільки, як з форменними елементами 
крові, а И як з носіями специфічних рецепторів. 
Завдяки зв'язуванню білків з цими рецепторами 
відбуваються адгезія та агрегація тромбоцитів з 
подальшим утворенням фібринового згустку [3, 4]. 

Білкові компоненти зміїної отрути за дією на 
агрегацію тромбоцитів можна розділити на дві групи 
-індуктори (активатори) та інгібітори. 

До індукторів (активаторів) агрегації тромбоцитів 
відносяться компоненти прямої дії на тромбоцити, які 
представлені сериновими протеїназами — 
кроталоцитин (отрута гримучих змій), тромбоцитин 
(Bothrops тагајоепѕіѕ), | деякі тромбіноподібні 
ферменти) [5] та неферментативні компоненти, такі ак 
лектини отрути чагарникової змії (Lachesis muta), 
конвулюксин (Crotalus durissus terrificus), 
агрегосерпентин (Trimeresurus gramineus), iH., що 
зв'язуються з | тромбоцитами 1 викликають 
конформаційні зміни в тромбоцитарному рецепторі 
фібриногену - глікопротеїні IIb/Illa; фібриногенази, 
що стимулюють агрегацію тромбоцитів подібно АДФ, 
але потребують для цього присутності фактора фон 
Вілебранда, іонів Са“, ЕДТА [2, 3, 6]. 

Серед інгібіторів агрегації, яким властива 
ферментативна активність, ключову роль відіграють 
фібриногенолітичні ферменти (металопротеїнази) та 
фосфоліпази А2 [7]. Інгібітори агрегації тромбоцитів 
виділено в 4 групи [2]. 

a) а-фібриногенази, виявлені в отруті змій 
Південно-Східної Азії; інгібіторний ефект 
обумовлений розщепленням фібриногену, що є 
кофактором агрегації тромбоцитів; 

6) фосфолшази A>, інгібіторний ефект яких 
спостерігається при тривалій інкубації і високих 
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концентраціях; дія фосфоліпаз A, викликає появу 
розщеплених продуктів похідних арахідонової 
кислоти, що обумовлюють руйнування цитоскелета 
тромбоцитів; інгібіторний ефект викликаний 
порушенням зв'язування фібриногену з його 
рецептором глікопротеїном ПЫШа на фосфоліпідній 
мембрані тромбоцитів; 

B) 5'-нуклеотидази, виявлені в отруті 
представників сімейства Viperidae (гадюкові); дія цих 
ферментів викликає руйнування АДФ — індуктора 
агрегації тромбоцитів, внаслідок чого відбувається 
інгібування агрегації; 

г) антагоністи рецептора фібриногену; ця група 
інгібіторів являє собою дезінтегрини, що діють як 
антагоністи тромбоцитарного рецептора фібриногену 
— глікопротеїна ПЬ/Ша. 

Дезінтегрини належать до найпоширеніших 
інгібіторів агрегації тромбоцитів. Термін 
«дезінтегрин» вперше з'явився в 1990р. і визначав 
групу низькомолекулярних білків отрути 
представників сімейства Viperidae (гадюков1), які 
інгібували процес агрегації тромбоцитів. Згодом 
компоненти такої самої дії було виявлено в отруті 
представників сімейства Crotalidae  (ямкоголові). 
Дезінтегрини - цистеїн збагачені поліпептиди 3 
молекулярною масою 8-17 кДа, що зв'язуються 3 
інтегриновими рецепторами, які беруть участь в 
адгезії клітин різного типу, що включають і злоякісні. 
[8-12]. 

З отрути змій 4 сімейств, а came, Atractaspididae 
(акролофіди), Elapidae (аспіди), Viperidae (гадюкові) 
та Colubridae  (полозові) виділено близько 90 
дезінтегринів 1 їх ізоформ. Дезінтегрини, що містяться 
в отруті Viperidae i Crotalidae, є специфічними 
інгібіторами агрегації тромбоцитів: у фіналі 
загального шляху агрегації тромбоцитів дезінтегрини 
блокують зв'язування лігандів з інтегринами групи В! 
i Bs які є рецепторами фібриногену (GP IIbIIIa), 
вітронектину (аурз) фібронектину (aspi) колагену 
(а), тромбіну (Bio). Білки цієї групи інгібують 
зв'язування фібриногена з тромбоцитами, діючи як 
антагоністи рецептора фібриногену. На поверхні 
тромбоцитів фібриноген зв'язується з інтегрином 
IIbIIIa, викликаючи взаємодію тромбоцит-тромбоцит, 
що є заключною стадією агрегації тромбоцитів, 
індукованої АДФ,  тромбіном, колагеном i 
арахідоновою кислотою.  Дезінтегрини блокують 
IIbIIIa, заважаючи зв'язуванню з ним фібриногену, 1 
тим самим викликають інгібування агрегації 
тромбоцитів [2, 5, 6, 12, 13]. 

Концентрація дезінтегринів, за якої відбувається 
50% інгібування агрегації тромбоцитів (ICso), складає 
30-300nM. Дослідженнями in vitro та in vivo отримано 
доказ наявності тонких відмінностей в біологічній 
активності різних інтегринів, які є основою для 
класифікації останніх. Класифікувати дезінтегрини 
можна в залежності від структури, функціональної 
здатності та розміру. У першому випадку виділяють 
дві групи дезінтегринів: мономери та димери. 


Мономери в залежності від розміру, в свою чергу, 
виділено в три структурні підгрупи. Цей поділ 
залежить від кількості цистеїнових залишків, що 
містяться в структурі дезінтегрину. Перша підгрупа - 
середні дезінтегрини, друга представлена короткими 
дезінтегринами, до третьої входять довгі 
дезінтегрини. Середні дезінтегрини включають в себе 
дванадцять цистеїнових залишків, які утворюють 
шість дисульфідних зв'язків. Один поліпептидний 
ланцюг містить 68-73 амінокислотні залишки, Середні 
дезінтегрини представлені у багатьох пептидах, що 
входять до складу таких сполук як кістрин 
(Calloselasma (Agkistrodon) rhodostoma), триграмін 
(Trimeresurus gramineus), барбуорин (Sistrurus m. 
Barbouri), флаворидин (Trimeresurus flavoviridis). До 
складу коротких дезінтегринів входять вісім 
цистеїнових залишків, які містяться в поліпептидному 
ланцюгу. Ці цистеїнові залишки утворюють чотири 
дисульфідні зв'язки. Один поліпептидний ланцюг 
містить 49-51 амінокислотний залишок (ехістатин 
(Echis зосћитеск), оцеллатусин (Echis ocellatus), 
обтустатин (Vipera lebetina obtusa viper). JloBri 
дезінтегрини містять чотирнадцять  цистеїнових 
залишків та утворюють сім дисульфідних зв'язків. 
Один  поліпептидний ланцюг складається з 83 
амінокислотних залишків. Серед довгих дезінтегринів 
ідентифікованої два протеїни: бітістатин (Bitis 
arietans) та салмосин (Agkistrodon halys brevicandus). 
Інгібіторами агрегації тромбоцитів є інтегрини всіх 
трьох підгруп [14]. 

Друга група дезінтегринів являє собою димери. Всі 
димерні дезінтегрини включають в себе десять 
цистеїнових залишків. Димери, в свою чергу, 
поділяються на дві підгрупи: гомодимери та 
гетеродимери (12, 15]. 

Всі дезінтегрини містять С-кінцеву Arg-Gly-Asp 
(RGD) послідовність, яка має велике значення для їх 
здатності блокувати взаємодію інтегрина з лігандом. 
Так, барбурин (компонент отрути південно-східної 
карликової гримучої змії /Sistrurus m. barbouri/l) — 
містить Lys-Gly-Asp (КСО) послідовність, яка 
забезпечує високу спорідненість цього білка до 
рецептору фібриногена ОРПЬШа. Розташування 
дисульфідних зв'язків 1 RGD/KGD послідовність в 
усіх інтегринах різне. Однак, для RGD послідовності 
коротких дезінтегринів характерно унікальне 
розташування залишків цистеїна: у цих білків немає 
вільних сульфгідрильних груп, оскільки всі залишки 
цистеїна залучені до дисульфідного зв'язку. 

Ядерний магнітний резонанс дозволив встановити 
тривимірну структуру для алболабрина (Trimeresurus 


albolabris),  кістрина (Calloselasma rhodostoma), 
флавовтридина (Trimeresurus flavoviridis) та 
ехістатина (Echis sochurecki) Для цих білків 


характерна наявність нерегулярних вигинів і петель, 
які формують жорстку структуру, що стабілізована 
водневими та дисульфіидними зв'язками. RGD 
послідовність всіх чотирьох дезінтегринів 
знаходиться на кінці гнучкої шпильки, стабілізованої 
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двома дисульфідними зв'яками. Послідовність має 
високу мобільність, що дозволяє швидке упізнавання 
та зв'язування 3 інтегринами. Така характеристика 
відповідної модифікації Кар мотиву не є причиною 
зменшення антиінтегринової активності. Відомо, що 
активність RGD мотиву допомагає локалізації 
активного сайту дезінтегринів 1, зокрема, відповідає 
за здатність інгібувати агрегацію тромбоцитів [14- 
16]. 

Прогрес у наукових дослідженнях дезінтегринів, 
досягнутий за останні роки, дозволив класифікувати ці 
сполуки за їх функціями. На сьогодні ця класифікація 
базується на взаємодіях дезінтегринів зі специфічними 
інтегринами. Таким чином, можна виділити три групи 
дезінтегринів: перша група — дезінтегрини, які мають 
кар мотив, з яким зв'язується інтегрин; включає в себе 
більшість дезінтегринів, які за своєю структурою 
відносяться до мономерних; друга група - лейкоцит- 
зв'язуючий дезінтегрин; третя група — oup, інтегрин- 
зв'язуючий дезінтегрин. Для застосування дезінтегринів 
у фармакологічних дослідженнях та діагностуванні 
хвороб спеціально блокують RGD - залежні інтегрини. 
RGD  дезінтегрини застосовують в лабораторних 
дослідженнях in vivo та in vitro, а також демонструють 
ефективність інгібування інтегринів при 
тромбоемболічних захворюваннях. Ця група інгібіторів 
включає в себе мономерний KGD ra МУР дезінтегрини 
та димерш МОЮ, Кор, мар дезінтегрини (12, 16-18] 
(рис 1). 


aL 

aM 

Рис. 1. Діаграма сімейства інтегринів і різних трипептидних 
мотивів дезінтегринів, які блокують специфічну взаємодію 
інтегрин-ліганд. Сірим кольором позначено інгібуючі 
послідовності в дезінтегринах. Субодиниці інтегринових 
рецепторів, що блокуються дезінтегринами зміїної отрути, 
обведені прямокутниками [15]. 


Представляє інтерес мутантний ехістатин, у якого 
послідовність ARGDD перетворено B СКОРС. 
Внаслідок мутації з'являється додатковий 
дисульфідний зв'язок і конформаційні зміни молекули 
білка, що стерично залишають RGD в бета-вигині II 
типу. Мутантний білок інгібує зв'язування інтегрина з 
GPIIbIIIa вдвічі ефективніше нативного ехістатина. 
Цікаво, що дисульфідзв'язаний димерний дезінтегрин 


— контортростатин (Agkistrodon contortrix contortrix) — 
здійснює Ha сигнальну трансдукцію тромбоцитів 
зовсім інший ефект, ніж мономерний дезінтегрин — 


мультискваматин, одержаний з отрути  ефи 
багатолускової (Echis multisqumatus). 
Контортростатин  опосередкує сигналінг, який 


викликано взаємодією фібриногена 3 інтегрином 
GPIIbIIIa. ПЬШа, однак обидва дезінтегрина інгібують 
агрегацію тромбоцитів. Контортростатин блокує 
інтегрини груп В и јаз та інгібує агрегацію 
тромбоцитів зв’язуванням рецептора фібриногена. На 
модельних системах ех vivo (собаки) було показано, 
що у тварин, яким не вводили дезінтегрин, 
спостерігалась неконтрольована реоклюзія, тоді як у 
тварин, яким контортростатин вводили 
внутрішньовенно, параметри гемостаза не 
змінювались [19]. 

Дезінтегрином, що містить в активному центрі 
кор мотив, є барбурін - інгібітор інтегрину 
GPIIbIIIa. МУР послідовність було ідентифіковано B 
дезінтегрині атролізин E/D (Crotalus atrox). Атролізин 
належить до мономерних дезінтегринів i є сильним 
інгібітором колаген- та АДФ-індукованої агрегації 
тромбоцитів. Мономерні дезінтегрини інтенсивно 
досліджуються. Ha основі структури RGD петлі 
згодом були винайдені два лікувальні препарати - 
тирофібан та ентифіватид, які застосовуються при 
порушенні циркуляції крові [20]. 

Відкриттям серед дезінтегринів, що містяться в 
отруті змій, були подібні за структурою молекули, які 
знайшли в тваринних клітинах. Ці протеїни отримали 
назву ADAM (а desintegrin and metalloproteinase). Ha 
сьогодні вони активно вивчаються B фізіології та 
патології захворювань. В останні роки були показані 
нові напрями в дослідженнях дезінтегринів. 
Наприклад, MLD- та КТ5-дезінтегрини активують 
інші інтегрини. Ці два типи дезінтегринів не містять 
ВОО-залежного мотиву, вони є об'єктами для 
вивчення | експериментальних систем терапії, 
аутоімунних та онкологічних хвороб. Дані 
дезінтегрини демонструють нові біологічно активні 
мотиви, які можуть бути використані як моделі для 
розвитку складних клінічних досліджень [7]. 

Наступна група = лейкоцит-зв'язуючий 
дезінтегрин. Представники цієї групи містять MLD 
мотив (амінокислотну послідовність), який взаємодіє 
та зв'язується з 0.48), o B, В; інтегринами. 

Остання група була відкрита відносно недавно. 
Дезінтегрини цієї групи містять КТ$-мотив. Це 
потужні інгібітори оу) інтегрину, який є специфічним 
рецептором колагену [20]. 

Для  дезінтегринів вах трьох груп центр 
зв'язування | знаходиться всередині GPIIbIIIa 
(амінокислотні залишки 217-302) i на відстані 15-20À 
від ВОО-зв’язуючого центра між гетеродимерними 
субодиницями інтегрина, однак, можлива наявність 1 
додадкових контактних центрів. 

Висока ефективність та сила дії цих пептидів, як 
інгібіторів агрегації тромбоцитів, робить можливим їх 
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застосування в фармакології. Це застосування є 
ефективним при тромботичних та циркуляторних 
хворобах [21]. 

Інгібітори тромбоцитарного рецептору GPIIbIIIa є 
потенційним вихідним матеріалом для створення 
антитромбоцитарних препаратів для лікування 
пацієнтів з гострим коронарним синдромом та 
гострими ішемічними ускладненями. Так, 
фармакологічні дослідження чотирьох створених на 
основі структури дезінтегринів препаратів 
(абсиксимаб, ептифібатид, тирофібан, ламіфібан) 
мають на меті встановити правильне дозування, яке, в 
свою чергу, буде встановлювати та підтримувати 
>80% інгібування агрегації тромбоцитів ex vivo 
протягом інтравенного введення. Пряме порівняння 
цих попередніх досліджень ускладнене, оскільки в 


них застосовані різні антикоагулянти та різні 
концентрації АДФ. 
Дослідження показали, що концентрації всіх 


чотирьох агентів, які необхідні для забезпечення 
ефекту інгібування, є значно вищими в присутності 
антикоагулянтів, що не хелатують кальцій (гепарин), 
ніж у присутност кальційхелатуючих  антикоа- 
гулянтв (цитрат натрію). З чотирьох нових 
вдосконалених інгібіторів GPIIbIIIa ептифібатид є 
єдиним агентом, дозування якого базується на 
дослідженнях агрегації тромбоцитів ex vivo [21, 22]. 

При активації дезінтегрини здійснюють 
різноманітний вплив на організм: 

- трифлавін (Trimeresurus flavoviridis) - продовжує 
час проходження зменшення розмірів пошкоджень 
після ішемічних захворювань; 

- бітістатин (Bitis arietans) спричинює легеневу 
емболію); 

- ехістатин (Echis sochurecki) впливає на захист 
тромбоцитів протягом екстракорполярної циркуляції, 
інгібує пігментацію епітелію клітин сітківки ока, яка 
виникає внаслідок відшарування останньої, інгібує 
процес склеювання сперматозоїдів, запобігає 
зменшенню ламкості кісток; 

- контортостатин (Agkistrodon contortrix contortrix), 
алболабрин _ (Trimesurus albolabris) | інгібують 
експресію метастазування меланоми людини И 
мурчака. Крім того, контортостатин гальмує ріст раку 
грудей та спонтанних метастазіві І, 5, 19, 24]. 

Результати клінічних досліджень припускають, що 
блокада  інтегрину  ЦЬШа та iH. може бути 
використана як ефективна терапія при тромботичних 
ускладненнях. Таким чином, дезінтегрини можуть 
слугувати можливими структурними прототипами 
агентів для розвитку антитромботичної терапії. 
Засновані на структурі дезінтегринів антитромботичні 
агенти можуть бути використані для збільшення 
реперфузії у пацієнтів, що проходять курс 
антитромботичної терапії при ГІМ [20, 24, 25]. 
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ДЕЗИНТЕГРИНЫ ЯДА ЗМЕЙ 

Афанасьева K.B., Горницкая О.В. 

Дезинтегрины – цистеин-богатые полипептиды, которые связываются с интегриновыми рецепторами и участвуют в адгезии 
клеток разного типа. Блокируя связывание лигандов с интегринами группы В; i Bs, дезинтегрины ингибируют агрегацию 
тромбоцитов, вызванную разными индукторами. Блокада тромбоцитарного рецептора фибриногена – интегрина GPIlIbIIIa — 


может быть использовано как основание для создания эффективных терапевтических средств для профилактики и лечения 
тромботических осложнений. 


Ключевые слова: гемостаз, агрегация тромбоцитов, интегрины, GPIIb/IIIa, дезинтегрины, антитромботическая терапия 


SNAKE VENOM DISINTEGRINS 
Afanasjeva K.V., Gornitskaya O.V. 


Disintegrins are cystein-rich proteins that bind to integrine recrptors which take part in cell adhesion. By bloking of ligand-binding 
with p; 1 Bs integrines, disintegrins inhibit platelet aggregation, caused different inductors. The results of clinical trials suggest that 
integrine GPIIbIIIa blokade can be used as an effective treatment for platelet and thrombotic disorders. 


Key words: haemostasis, platelet aggregation, integrins, GPIIb/IIIa, disintegrins, antithrombotic therapy 
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Досліджено вплив новосинтезованих біологічно активних речовин - солей тіосульфокислот - на процеси функціонування 
іонтранспортних систем зародків в'юна (Misgurnus fossilis L.), зокрема, на зміни динаміки мембранного потенціалу та 
ферментативну активність Ма’, К -АТФази плазматичних мембран зародків у ранньому періоді ембріогенезу. Проведена 
оцінка впливу цих речовин і показані порушення електрогенезу плазматичної мембрани. Це пов'язано зі зміною іонної 
проникливості мембрани, що може призводити до модуляції активності мембранозалежних ферментів, зокрема, Ма’, K*- 


АТФази. 


б : ~ ; + 
Ключові слова: тіосульфонати, мембранний потенціал, плазматична мембрана, зародки в'юна, Ма, К'-АТФаза. 


ВСТУП 


Найбільшої уваги у дослідженнях біологічної 
активності тіосульфонатів приділялось вивченню їх 
антимікробної дії [1-7] та встановленню механізму 
цієї дії в біологічних об'єктах [8-9]. При вивченні 
механізмів дії на клітину будь-яких речовин, в першу 
чергу необхідно виявити їх вплив на плазматичну 
мембрану, а саме, на процеси, які підтримують ii 
функціонування. До таких процесів, зокрема, 
належить функціонування іонтранспортних систем, 
які задіяні у | підтриманні  трансмембранного 
мембранного потенціалу. 

Тіосульфонати проявляють високу реакційну 
здатність, характеризуються широким спектром 
біологічної дії, мають вищу антимікробну активність 
1 є стабільнішими, ніж їх близький аналог природний 
антибіотик аліцин (Allium sativum L.) [6]. Високий 
індекс і широкий спектр антимікробної активності 
тіосульфонатів, їх стабільність та низька токсичність 
дозволили запропонувати ці сполуки як лікарські 


субстанції [10-12]. Зокрема,  етилтіосульфонілат 
(есулан) у вигляді 1% мазі запропонований як засіб 
лікування епідермофітії стоп, який завдяки 


кератолітичним властивостям забезпечує стабільний 
лікувальний ефект. Деякі з цих сполук проявляють 
антилейкозну активність, близьку до препарату “Мілеран” 
[6, 13-14]. Тіосульфонати будучи джерелом сульфуру, 
беруть участь в детоксикації канцерогенів та 
стимулюють неспецифічний Імунітет [15]. 


Встановлено, що амінотіосульфонати [16], зокрема, 
феніловий естер метантіосульфокислоти має 
селективну протипухлинну дію і може конкурувати з 
іншими антилейкемічними засобами [16-17]. 

Тому, подальше дослідження тіосульфонатів є 
актуальним та перспективним, і дасть можливість 
поглибленого розуміння механізмів біологічного дії 
цих речовин, що матиме вагоме значення для 
фармакології 1 медицини. 

Мета роботи полягала у вивченні впливу солей 
тіосульфокислот різної структури у концентрації 10? 
г/мл, синтезованих Ha кафедрі ТБСФБ НУ"Львівська 
політехніка", а саме, метилтіосульфонату калію, 
етилтіосульфонату калію, параамінобензентіосуль- 
фонату калію та натрію, на біофізичні параметри 
плазматичних мембран зародків прісноводної 
кісткової риби в'юна Misgurnus fossilis L. в період 
раннього ембріогенезу, зокрема, на трансмембранний 
потенціал (ТМП) та активність Na, K -АТФази 
впродовж перших поділів бластомерів. 


МАТЕРАЛИ І МЕТОДИ 
Овуляцію  в'юна стимулювали внутрішньо- 
м'язовим введенням самкам хоріогонічного 


гонадотропіну (500 од.). Ікру одержували через 36 год. 
після стимуляції та запліднювали суспензією сперміїв 
за Нейфахом [18]. Сім'яники отримували після 
декапітації та розтину черевної порожнини самців. 
Через 5-10 хв після запліднення зиготи відмивали й 
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інкубували у фізіологічному розчині Гольтфретера при 
температурі 20-22°C. Стадії розвитку контролювали 
візуально під бінокулярним мікроскопом МБС-9. 

Для проведення досліджень ТМП були обрані 
водорозчинні аліфатичні та ароматичні похідні 
тіосульфокислот з різними функціональними 
групами: 1) параамінобензентіосульфонат калію та 
натрію; 2) метил- та етилтіосульфонат калію у 
концентрації 10° М, будова та індивідуальність яких 
підтверджена методами тонкошарової хроматографії 
(ТШХ), даними інфрачервоної спектроскопії (1Ч), 
протонного ядерномагнітного резонансу (Н'ЯМР) та 
даними елементного аналізу. 

Для визначення активності Ма, К'-АТФази 
зародки в'юна інкубували у досліджуваних розчинах 
у концентраціях 10° 3+10* M протягом перших поділів 
бластомерів, а саме 60, 150, 210, 270 1 330 хв після 
запліднення яйцеклітин під час стадій, які 
відповідають першому дробленню зиготи (2 
бластомери), четвертому (16 бластомерів), шостому 
(64 бластомери), восьмому (256 бластомерів) та 
десятому (1024 бластомери), відповідно. 

Мікросомну фракцію мембран зародків в'юна 
одержували методом диференційного центрифугуван- 
ня у градієнті густини сахарози. Спочатку зародки 
гомогенізували в буферному розчині, такого складу 
(ммоль/л): сахароза - 120,0; КО! - 130,0; MgCl, - 5,0; 
Tris-HCl - 10,0 (pH 7,4; 490). Потім рештки 
зародкового жовтка осаджували центрифугуванням 
(10 хв, 1600 g). Збагачену фрагментами плазматичної 
та ретикулярної мембран  надосадову рідину, 
одержану після 10-хвилинного центрифугування при 
10 000 є, зберігали при температурі – 20?C [19]. 

Активність Ма, К -активованої, Ма“ -залежної 
лено рифу O (КФ 3.6.1.37) клітин на різних 
стадіях бластуляції визначали за різницею вмісту 
неорганічного фосфату (Pj), утвореного в середовищі 
інкубації за наявності та відсутності в ньому 
фрагментів мембран, а також з врахуванням поправки 
на вміст у мембранному препараті ендогенного Р; і 
виражали у мкмолях Ругод. на 1 мг білка. Кількість 
продукту реакції Р; визначали модифікованим 
методом  Фіске-Суббароу [20], а вміст білка в 
мембранному препараті – методом Лоурі [21]. 

Усі виміри  електрофізіологічних параметрів 
зародкових клітин протягом перших дроблень 1 
бластуляції при мінімальному | пошкодженні 
морфологічної та функціональної цілісності була 
використана установка для  електрофізіологічних 
досліджень (рис. 1). 


Рис. 1. Установка для електрофізіологічних досліджень: | — 
камера з досліджуваною речовиною; 2 - зародок; 3 - 
скляний пірексовий мікроелектрод; 4 - індиферентний 
електрод; 5 - мікроскоп; ППС - підсилювач постійного 
струму; АЦП — аналого-цифровий перетворювач; ПК — 
персональний комп'ютер. 


Для проведення досліджень зародок  в'юна 
фіксували у сферичній лунці камери з досліджуваною 
речовиною (1, рис.1), розмір якої становив менше 
діаметра клітини, що забезпечувало достатньо надійне 
його | утримання. За | допомогою механічних 
мікроманіпуляторів, контролюючи під мікроскопом 
МБС-9, вводили пірексовий мікроелектрод, 
заповнений ЗМ розчином KCI, опір якого 
перевищував 10 МОм. Для безпомилкового 
визначення мембранного потенціалу спокою 
потенціометричним методом контролювались та 
відбирались ті мікроелектроди, у яких потенціал 
кінчика не перевищував 5 MB. Перед та після 
проведення досліду між електродом порівняння та 
вимірювальним електродом протягом 20-30хв у 
дослідних розчинах встановлювалась та фіксувалась 
напруга, яка приймалась за "нуль". Після проведення 
експерименту для дійсного значення потенціалу 
враховувався "дрейф нуля". 

Реєстрацію рівня мембранного потенціалу (МП) 
проводили за допомогою монолитного операційного 
підсилювача типу ОРА128 (рис. 2), в якому 
використовується особлива геометрія діелектрично 
ізольованих польових транзисторів, що забезпечує 
вищі параметри ніж в гібридних операційних 
підсилювачах. 

Сигнал з виходу підсилювача подається на вхід 
аналого-цифрового перетворювача (АЦП) (рис. 3). В 
даному випадку використовується АЦП фірми 
MAXIM типу MAXI243. Це десятирозрядний АЦП, 
який забезпечує похибку перетворення не більшу як 
0,3% (відносна похибка, диференціальна нелінійність, 
похибка зміщення, похибка внутрішнього 
підсилювача). 
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Рис. 2. Схема підсилювача 
Напруга живлення +5 В. Нам необхідно 
досліджувати  біопотенціали, що змінюються в 
діапазоні +100 мВ. При коефіцієнті підсилення 
підсилювача біопотенціалів - 20, напруга на вході 
АЦП змінюватиметься в діапазоні +2 В. Даний АЦП 
може перетворювати вхідну напругу від 0 до + 
оптимальних U. 
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Рис.3. Схема аналого-цифрового перетворювача 


Для роботи з вхідним сигналом B діапазоні +2 B 
застосовуємо зміщення потенціалу вхідного роз'єму 
на +2 B і вибираємо опорну напругу +4 В. АЦП 
під'єднаний до комп'ютера через послідовний порт. 
Сигнали від АЦП до комп'ютера 1 від комп'ютера до 
АЦП передаються через опторозв'язки, що зменшує 
вплив роботи комп'ютера на роботу підсилювача 
біопотенціалів. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Під час неперервної реєстрації МП зародків в 
розчині Гольтфретера (контроль) спостерігались 
періодичні зміни його рівня, які були синхронні 3 
циклами клітинного поділу (рис. 4, 5, криві 3). 
Гіперполяризація мембрани зародків в'юна припадала 
на інтерфазу клітинного циклу, деполяризація - на 
мітоз [21]. Максимальне значення МП досягалось у 
прометафазі. У цей час під мікроскопом добре видно 
початок закладки борозни наступного поділу. Період 
коливань МП в контролі протягом вього часу 
дроблення бластомерів є  приблизо однаковою 
величиною 1 складає 31 хв, що відповідає тривалості 


(Value) 


al 


клітинного циклу. Зменшення амплітуди та частоти 
коливань трансмембранного потенціалу 
супроводжується сповільненням розвитку зародків 
[22], яке підтверджувалось морфологічним аналізом 
личинок в'юна. Динаміка МП, як вказують автори 
[23], істотно змінюється внаслідок впливу зовнішніх 
факторів - фізичних та хімічних, і є чутливим 
показником гомеостазу клітини, що спонукало нас 
дослідити вплив похідних тіосульфокислот на зміни 
МП. 


Час розвитку зародку, хв. 


120 240 270 300 
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Рис. 4. Вплив параамінобензентіосульфонату натрію (1) 
та параамінобензентіосульфонату калію (2) у концентрації 
4:10-M на ТМП в ранньому розвитку зародків в'юна у 
порівнянні з контролем (3) 


У результаті проведених досліджень виявлено, що 
під час неперервної реєстрації ТМП зародків в'юна, 
інкубованих у всіх досліджуваних речовинах (рис. 4 
та 5, криві 1, 2) значення періоду та амплітуди 
коливань мембранного потенціалу зберігались, як і у 
контрольних, тільки на протязі перших двох поділів. 
Заслуговує уваги Te, що за умов ди 
параамінобензентіосульфонату калію не спостерігали 
достовірних змін у періодах та амплітудах коливань 
мембранного потенціалу у порівнянні з контролем, які 
складали в середньому для періоду (32,4 + 2 хв.) та 
амплітуд (13 + 1,4 мВ) відповідно (рис. 4, крива 2). На 
відміну від цього, за дії параамінобензентіосуль- 
фонату натрію спостерігалось значне достовірне 
зменшення амплітуди коливань ТМП, яке в 
середньому становило 8 + 2,2 мВ (рис. 4, крива 1). Що 
до значень періоду коливань мембранного потенціалу, 
які характеризують затримку чи прискорення 
розвитку, то бачимо, що ці значення зберігались, як 1 
у контрольних, тільки на протязі перших двох поділів 
(2-4 бластомери), а у наступних (від 8 бластомерів) 
спостерігалось помітне порушення строгої 
періодичності коливань TMII та зниженна 
абсолютних величин досліджуваного показника у 
порівнянні з контролем на 28 мВ. 

При дослідженні метилтіосульфонату калію (рис. 
5, крива 1) були виявлені зміни у наростанні 
максимальних значень рівня ТМІЇ, де спостерігаємо 
деполяризацію мембрани на 5-6-ому поділі клітини на 
противагу з нормальним гіперполяризуючим ефектом 
у контролі. 
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Час розвитку зародку, хв. 
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Рис. 5. Вплив калію 


етилтіосульфонату 


метилтіосульфонату 
калію (2) у концентрації 4:10°М на 
ТМП в ранньому розвитку зародків в'юна у порівнянні 3 
контролем (3) 


(1), 


За умов дії етилтіосульфонату калію (рис. 5, крива 
2) також спостерігаємо аперіодичні та асинхронні 
процеси, хоча наростання максимальних значень 
дещо більше наближаються до контрольних, 
становлять (-48мВ) та досягаються не на VI, a ga VIII 
поділі бластомерів. 

Отже, результати дослідження ТМП показали, що 
за дії похідних  тіосульфокислот відбувається 
порушення електрогенезу плазматичної мембрани, що 
свідчить про зміни її іонної проникливості. Ці зміни 
можуть призводити до модуляції активність 
ферментів, зокрема, Ма“, К'-АТФази, яка відіграє 
важливу роль у підтриманні рівня ТМП. 

Це твердження підтверджують результати 
дослідження активності Ма, К’-АТФази in vitro 
зародків за | умов впливу калієвих солей 
метилтіосульфонату та  параамінобензентіосульфо- 
нату упродовж 6 годин розвитку (рис. 6-9). У ході 
проведених досліджень активності Ма, К'-АТФази 
встановлено, що дія досліджуваних тіосульфонатів у 
концентраціях 103-109 M упродовж 6 годин розвитку 
зародків веде до виражених змін активності Ма’, K - 
АТФази зародків у порівнянні з контролем. 

Встановлено, що дія вищевказаних тіосульфонатів 
у високих концентраціях призводить до зниження 
ативності Ма, K -АТФази зародків Hà стадії розвитку 
2 бластомерів у порівнянні з контролем (рис. 6). Слід 
зазначити, що найбільш виражена інгібувальна дія 
характерна для  метилтіосульфонату калію у 
концентрації 10? M, за таких умов відмічено 
достовірне зниження активності ферменту на 80,4 + 
4,1 % у порівнянні з контролем. Тоді як за дії 
параамінобензентіосульфонату калію у концентрації 
103 M такого вираженого зниженна активност 
ферменту не вилвлено (60,6 = 2,6 %). Поступове 
зниження концентрації досліджуваних тіосульфонатів 
у середовищі інкубації призводило до вираженого 
зростання активності ферменту. 

Слід зазначити, що як за дії метилтіосульфо-нату 
калію, так 1 за дії параамінобензентіосульфонату 


калію у концентраціях 105 M спостерігали 
: : + + 
недостовірне зниження активності Ма, K -АТФази 


зародків у порівнянні з контролем, тобто змін 
активності мембранного ферменту зародків не 
виявлено. 
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Рис. 6. Зміни активності Ма, К'-АТФази зародків за 
умов впливу  тіосульфонатів (А-метилтіосульфонату 
халію (МТК), Б - параамінобензентіосульфонату калію 
‘ATK)) на стадії розвитку 2-х бластомерів. 
Зірогідні зміни порівняно із контролем: —p<0,05; — 
2<0,01; -р «0,001. 


На стадії розвитку 16-ти бластомерів (рис. 7), як i 
на попередній досліджуваній стадії (2 бластомери), 
після внесення в середовище інкубації тіосульфонатів 
виявлено концентраційну залежність змін активності 
Ма", К'-АТФази зародків у порівнянні з контролем. За 
умов впливу 10? M метилтіосульфонату калію 
виявлено зниження активності Ма’ К -АТФ-ази 
зародків на 75,2 + 2,5 %, а при дії 10^ M парааміно- 
бензентіосульфонату калію - на 79,8 + 3,5 % у 
порівнянні з контролем. 
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Рис. 7. Зміни активності Ма’, К'-АТФази зародків за 
умов впливу тіосульфонатів (А - МТК, Б - АТК) на 
стадії розвитку 16 бластомерів. 


Ha стадії розвитку 64 бластомери (рис. 8) 
спостерігали найбільш виражене зниження активності 
Ма, К -АТФази мембран зародюв за умов впливу 
метилтіосульфонату калію у концентрації 10' 3-105 М. 
При цьому активність ензиму становила B середньому 
4,5+0,2 мкмоль Р/год на | мг білка, що складає 30 96 
активності y контролі. Тоді як дія 
параамінобензентіосульфонату калію лише у 
концентраціях 10°+107 M призводила до зниженна 
активності ферменту більше ніж на 65,8 + 3,2% y 
порівнянні з контролем. 

При зниженні концентрації похідних тіосульфо- 
кислот до 10? М виявлено, що дія метилтіосульфонату 
та параамінобензентіосуль-фонату калію на дослід- 
жуваній стадії розвитку призводила до зростання 
активності ферменту у порівнянні з контролем в серед- 
ньому на 2,6 + 0,196, тобто значення Na’, К'-АТФазно! 
активності за таких умов не відрізнялася від контролю. 

Упродовж п'яти годин розвитку (стадія 8-го поділу 
бластомер:в) оуабатнчутлива АТФазна активність 
плазматичних мембран зародків у контролі зростала, 
досягала максимального значення і становила 17,9 + 
0,7 мкмоль Ругод на 1 мг білка (рис. 9). На цій стадії 
розвитку внесення в | середовище інкубації 
досліджуваних  тіосульфонатів у вищезазначених 
концентраціях також призводило до дозозалежних змін 
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Рис. 8. Зміни активності Ма’, К'-АТФази зародків за умов 
впливу тіосульфонатів (А - МТК, Б - АТК) на стадії 
розвитку 64 бластомерів. 


активності Na’, К/-АТФази зародків, як і на попередніх 
стадіях розвитку. 

За дії тіосульфонатів у високих концентраціях 
(103= 10" М) активність Ма’, К -АТФази зародків не 
перевищувала 3,9 + 0,3 та 50 + 0,2 мкмоль Ругод на | 
мг білка відповідно, що складає 22 та 33% активності y 
контролі. При подальшому зменшенні концентрації 
біологічно активних речовин у середовищі інкубації 
(метилтіосульфонату калію та параамінобензен- 
тіосульфонату калію) до 10? М, виявлено виражене, 
однак недостовірне, зростання активності Ма, К’— 
АТФази зародків на 3,4 + 0,1 % та 12,8 + 03 % у 
порівнянні з контролем. 

На 10-й стадії поділу бластомерів також спосте- 
рігаємо стабільне достовірне зниження оубаїнчутливої 
АТФазної активності зародків за дії досліджуваних 
речовин за високих концентрацій (10° 31079 М) для 
метилтіосульфонату калію на 84,3+31,1% та для пара- 
амінобензентіосульфонату калію на 85,12+27,6% 
відповідно у порівнянні з контролем (рис. 10). За дії 
обидвох речовин у низьких концентраціях (10° M) 
активність ферменту відновлюється повністю Ta 
перевищує контрольну Ha 5,8396 для  метил- 
тіосульфонату калію та на 18,83% для 
параамінобензентіосульфонату калію. 
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Рис. 9. Зміни активності Ма’, K -АТФази зародків за умов 
впливу тіосульфонатів (А - МТК, Б - АТК) на 8-й стадії 
поділу бластомерів. 


Отже, встановлено, що іп vitro nis 
метилтіосульфонату та параамінобензентіосульфо- 
нату калію у високих концентраціях (10°+10° M) 
призводить до достовірного та вираженого зниження 
ативності Ма, К'-АТФази зародків в'юна на всіх 
стадіях їх розвитку у порівнянні з контролем в межах 
від 60% до 80%. 

Поступове зниження концентрації тіосульфонатів 
у середовищі інкубації призводило до відновлення 
активності ферменту. За низьких концентрацій (10? 
M) у порінянні з контролем спостерігається незначне 
зниження (2 1 16 бластомери), а на 6-му, 8-му та 10-му 
поділі бластомерів зростання активності Ма, K`- 
АТФази. 

Для оцінки характеристики варіабельності змін 
активності Ма+, К+- АТФази зародків в'юна за умов 
дії метилтіосульфонату калію (рис. 11, А) та 
параамінобензентіосульфонату калію (рис. 1l, Б) 
визначено константи їх напівінгібування (150), ШЛЯХОМ 
лінеаризації одержаних кривих  доза-ефект y 
логарифмічних координатах Хілла [24]. 
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Рис. 10. Зміни активності Ма’, К'-АТФази зародків за 
умов впливу тіосульфонатів (А- МТК, Б - АТК) на 10-й 
стадії поділу бластомерів. 


Найменший ступінь інгібування активності 
досліджуваного мембранного ферменту виявлено для 
метилтіосульфонату калію на стадіях 2, 16 
бластомерів та на 10-му поділі бластомерів. Тоді, як 
для параамінобензентіосульфонату калію характерна 
менша інгібувальна дія, тобто Na, К'-АТФаза 
зародків упродовж досліджувальних стадій розвитку 
володіє нижчою чутливістю, ніж до 
метилтіосульфонату калію. Це свідчить про стійкість 
зародків до впливу біологічно активних речовин саме 
на цих стадіях їх розвитку. Имовірно, така стійкість 
зумовлена здатністю похідних  тіосульфоктислот 
утворювати міцні комплекси з молекулами інших 
речовин, що утруднює їх проникнення через клітинну 
мембрану. 

Найбільший  інгібувальний вплив похідних 
тіосульфоктислот виявлено на стадії розвитку 6-го та 
8-го поділу для метилтіосульфонату калію та 8-го 
поділу  бластомерів для  параамінобензентіосуль- 
фонату калію. Ці стадії розвитку зародків вважаються 
найбільш чутливими до дії будь-яких зовнішніх 
чинників, тому необхідне невелике введення діючої 
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Рис. 11. Лінеаризація концентраційної залежності 


інгібування Ма’, К -АТФ-ази зародків в'юна упродовж 
раннього ембріогенезу метилтіосульфонатом калію (А) 
та параамінобензентіосульфонатом калію (Б) у системі 
координат Хілла. 


T + 
Значення констант напівінгібування [50 (M) Ма, 
+ . . B 
K -АТФази зародків в зона похідних тіосульфокислот 
на різних стадіях розвитку 


Стадії розвитку зародків в'юна 
T 16 64 

Похідні 2 10 
з бласт | бласт 8 : 
тіосульфокислот бласто : А под! 

омер1 о поділ 
мери JI 
B Mepu 
Метилтіосульфона 6,28 1,72 2,68 5,16 2,09 
т калію x10? | x10? | x107 | x107 | x10? 
Параамінобензенті 136 4,15 117 18 5,55 
HU x10? | x105 | x105 | x107 | x10% 
сульфонат калію 


речовини в середовищі інкубації, щоб знизити 
активність Ма+, К+-АТФ-ази плазматичних мембран 
зародків на 5096. Це пояснюється проходженням на 
даному етапі розвитку в зародкових клітинах 
біосинтетичних процесів, які потребують 
перерозподілу пулів макроергів. 


ВИСНОВКИ 


У результаті проведених досліджень встановлено, 
що дія тіосульфонатів in vitro веде до достовірних 


; : + + 
дозозалежних змін активності Na, К’-АТФази 
зародків в’юна: найбільш  інгібувальний вплив 
виявлено за наявності в середовищі інкубації 


біологічно активних речовин у концентраціях 10° 
10? M, тоді як додавання до середовища 
тіосульфонатів у малих концентраціях (порядок 10? 
M) веде до шдвиценна активност! Ма’, K –АТФази 
зародків у порівнянні з контролем. 

При дослідженні ТМП зародкових клітин за дії 
похідних тіосульфокислот концентрацією 103г/мл 
прослідковуються зміни в амплітуді, періоді коливань 
B порівнянні з контролем та спостерігається 
очевидний зсув у наростанні максимальних значень 
рівня ТМП, що свідчить про порушення іонних 
транспортних систем у мембранах, які лежать в основі 
всіх коливань потенціалу і відіграють важливу роль 
під час генерації електричних потенціалів у клітині. 
Це пов'язано з інгібуванням біосинтетичних процесів 
та зміни іонної проникливості плазматичної мембрани 
за дії досліджуваних речовин у високих 
концентраціях, що 1 призводить до зниження 
активності мембранного ферменту (Ма , К'-АТФази), 
яка відіграє важливу роль у підтриманні рівня ТМП. 
На нашу думку,  тіосульфонати у низьких 
концентраціях легко метаболізуються та призводять 
до підвищення інтенсивності обмінних процесів у 
зародках, які в цей час інтенсивно розвиваються та 
ростуть. Саме цим можна пояснити відновлення 
активності Ма’, К/-АТФази у наших дослідженнях. 


(Робота виконана за підтримки Державного 
фонду фундаментальних досліджень проект 
ЛФ. 25.5/075) 
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ВЛИЯНИЕ ПРОИЗВОДНЫХ ТИОСУЛЬФОКИСЛОТ НА ТРАНСПОРТНЫЕ СИСТЕМЫ ЗАРОДЫШЕЙ 


ЛАДНОКРОВНЫХ 


Яремкевич E.C., Бура M.B., Мандзынец C.M., Лубенец B.I., Санагурский M.M., Новиков В.П. 


Исследовано влияние новосинтезированных биологически активных веществ — солей тиосульфокислот — на процессы 
ункционирования ионтранспортных систем зародышей вьюна (Misgurnus fossilis L.), в частности на изменения динамики 
гмбранного потенциала и ферментативную активность Na’, К'-АТФазы плазматических мембран зародьшей B раннем 
зриоде их развития. Проведена оценка влияния зтих веществ и показано нарушение зллектрогенезиса плазматической 
гмбрань. Это связано с изменением ионной проницаемости мембраны, что может приводить к модуляции активности 
грментов, в частности, Ма’, К'-АТФазы. 
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THE INFLUENCE ОК THIOSULFONATES ON TRANSPORT SYSTEMS OF EMBRYOS OF COLD-BLOODED 
ANIMALS 


Yaremkevych H., Bura M., Mandzynets S., Lubenec V., Sanagurskyi D., Novikov V. 


The influence of newly synthesized biologically active substances — salts of thiosulfonic acids — on the processes of functioning of 
ion-transport systems of loach embryos (Misgurnus fossilis L.) was studied. Namely their effect on the changes of the dynamics of 
membrane potential and enzymatic activity of Na', K -ATPase of plasma membranes in the early period of embryo development was 
investigated. The estimation of influence of these substances was conducted and distortion of plasma membrane electrogenesis was 
shown. These phenomena are resulted by the changes in the ion permeability of membrane which may lead to modulation of enzyme 
activity, particularly, Ма’, К'-АТРаве. 


Key words: thiosulfonates, membrane potential, plasma membrane, loach embryos, Ма’, K -ATPase. 


